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緒 弘口田
動 脈硬 化性疾 患 の危険 因子 と して、 血 中の コ レス テ ロー ルお よび トリグ リセ
ライ ドの上昇や 、 リボ蛋 白中 の低密 度 リボ 蛋 白(LDL)の 上昇 お よび高密 度
リボ蛋 白(HDL)の 低 下等が 指摘 され て い る。 これ らの因 子 に対 して、 食 餌
中 の脂肪 酸組成 が 関与 して い る1)こと も従来 知 られ て きた ところで あ り、 飽 和
脂肪 酸 は血 中 コ レステ ロールを上昇 させ るが、 多価 不飽 和脂 肪酸 は逆 に低下 さ
せ る2-4)ことも示 され てい る。 さ らに飽 和脂 肪酸 と多価 不飽 和脂肪 酸 の比 のみ
で な く、 特 に多価 不飽和 脂肪 酸 の質が 問題 とされ て きた5)。Nelson6)は1972
年、 魚食 も し くは普通食 を摂 取 してい る心臓 病患 者 の追 跡調 査 を行 い、 魚食 を
摂取 した患者 で は平均生 存期 間が 普通 食を摂 取 した患者 に比 べ、約2倍 に延 長
してい る こ とを見 出 した。 この原 因 として 魚 に含 まれ る油がLDLや トリグ リ
セ ライ ドおよび コ レス テロール を低下 させ る こ とに よ るもの と考 え られ た。 ま
た、 グ リー ンラ ン ドに住 む エ スキモ ーの虚 血性心疾 患 に よ る死亡 率 は、 欧 米人
に比べ て著 し く少 な い ことが 注 目され 、そ の原 因につ いて 多 くの研究 がな され
て きたが、Dyerbergらは7・8)、虚血性 心疾 患の 多い デ ンマ ー ク人 とそれの 少 な
い グ リー ンラ ン ドエ スキモーの 血漿総 脂質 の脂肪 酸組 成 を調ぺ、 前者 で はア ラ
キ ドン酸(ω 一6,AA)が 多 く、 シスー5,8,11,14,17一 エ イ コサ ペ ンタ
エ ン酸(ω 一3,EPA)は 少 な く、一一方、 後者 で はEPAが 多 くてAAが 少 な
い ことを見 出 し、 その違 いが食 生活 に あ るこ とを 明 らか に した。さ らに、Siess
ら9)、Saynerら1。)およびWoodcockら11)によ って もEPAの 抗 血栓 、抗 動脈
硬化 作用 が指摘 され て きた。一 方、 日本 にお いて も平井 らに よ り'2)・13)漁村 お
よび農村 に おけ る比 較か ら、 魚を 多 く摂取 してい る漁村 の人 の血 中に は農村 の
人 に比 しEPAが 多 く含 まれ てお り、ADPに よ る血小 板凝 集の 抑制が 漁村 の
人 で認 め られ るこ とが報 告 された。 これ らの こ とよ り、EPAと 血栓性 お よび
動脈 硬化 性疾患 の抑制 との関 連性 が強 く示唆 され た。
しか し、 これ らはいず れ も天然 の魚、 魚油 、魚 の缶 詰 も し くは純度 の低 い
EPAを 用 いた試 験 によ る もので あ り、EPAそ の もの によ る作 用な のか、 も
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し くは他の 脂肪酸 に よ るものな のか、 充分 に解 明 され て いなか った。 最近、
EPAを エチル エ ステル化す る ことによ り純 度 を90%以 上 に高め る こ とが 可
能 とな り、 それ らを用 いた薬 理試験 も行 な われ14・'5)、EPAが血 小板 凝集抑 制
作用 を有 す る ことが 明 らか とな り、 また臨床 に おけ る試験 の結果 も以 下 の よう
に報 告 され るに至 った。
す なわ ち、川 村 らは16)二重 盲検法 に よ ってEPAの エ チル エス テル(EPA
-E)を 健常人 に投 与 し、 血清 コ レステ ロールお よび トリグ リセ ライ ドが有 意
に低下 した と報 告 し、 田村 らは17)血栓 性疾 患患者 で、 都 島 らは18)高脂血症 患者
で、 永 川 らは19)動脈 硬化症 患者 で、 それ ぞれ 血清 コレステ ロール お よび トリグ
リセ ライ ドの低下 を報 告 してい る。 さ らに、 阿部 らは20)閉塞性 動脈硬 化症 、 バ
ー ジ ャー病、 レイ ノー病 な どの 末梢循 環障 害患老 にEPA-Eを 投 与 し、 著 明
な改善効 果 を認め てい る。
この ように、EPAが 脂質 低下作 用、 抗動脈 硬 化作用 および血 小板 凝集抑 制
作 用を有 す るこ とが 動物 実験 のみ でな く臨床 の場 に おい て も明 らか に され る と
と もに、EPAの 血栓 予 防効 果の作 用機 序 は次 の ように考 え られ て きた21)。
ω一6系 の脂 肪酸 であ るAAか ら血 管壁 で生 成 され るプ ロス タグ ラ ンジ ン12
(PG工2)と血 小板 で生成 され る トロ ンボキ サ ンA2(TXA2)は 血小板 凝 集
に対 し拮抗 的 に働 く。 す なわ ちPGI,は 血小板 凝集 を抑制 し、 一方TXA2は 凝
集を促 進す る。 しか しなが ら、 ω3系 の 脂肪酸 で あ るEPAか ら血管壁 で生
成 され るPGI3と血 小板 で生 成 され るTXA3は 血 小板 凝集 に対 し拮抗 的 に働 か
な い。す なわ ちPG工3はPGI2と 同様 に血小 板凝集 に対 し抑 制的 に働 くが、
TXA3にはTXA2と は 異な り血小板 凝集 促進 作用が な いた め血 栓 が で きに くい。
以 上 の よ うに、EPAが そ の代謝 物で あ るTXA3やPGI3を 介 して血 小板 凝
集抑 制作用 を示 す こ とが推 定 され てい る ものの、 これ らの代謝 物 は投 与 量の極
めて僅 か にす ぎず 、EPAの 抗 動脈硬 化作 用や 脂質 低下作 用 も しくは血 小板 凝
集 抑制 作用が これ らの僅 か の代謝 物 のみ に よる もの なのか、 あ るい はEPAそ
の もの、 もし くはPG13やTXA3以 外 の代 謝物 に も作用 が あ るのか は不 明で あ
り、 また生体 に投 与 され たEPAの 大部 分 につい ての動 態 はほ とん ど明 らか に
され て いない。 したが って、EPAの 作 用機 序を考 える場合 に は これ らの部 分
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につ いて の動態 を 明 らか にす る ことが 極 めて重 要 であ る と考 え られ る。
本論 文 は以上 述べ て きた背 景を考慮 して、EPAの 生体 内にお け る動 態 を詳
細 に研 究 し、EPAの 代謝 経路 を 明 らか にす ると ともにEPAお よび代 謝物 の
薬効 につ いて も明 らか に した もので あ る。
は じめ に、EPAの 体 内動態 を 明 らか にす るた め、14Cでuniformlabelし
たEPA-E(14C-EPA-E)を ラ ッ トに単 回経 口投 与 し、EPAの 消化 管
か らの吸収 経路 につ い て検討 し、主 と して小腸 の リンパ 系か ら吸収 され る こと
を 明 らか に した22)。また、組織 内へ の移 行 お よび蓄 積性 を組 織 レベ ル23)のみで
な く、 リボ蛋 白に おけ る分 布、 脂質 画分 への分 布 さ らには リン脂 質亜画 分 にお
け る分布 につ いて も検討 し、EPAが 組 織 に よ り特 異的 な分 布を して い る こと
を 明 らか に した24)。さ らにEPA並 び に代謝物 が体 内にお いて主 と して リン脂
質お よび トリグ リセ ライ ドと結 合 して存在 してい るこ とを知 り、 その結 合 の位
置 、組 織 中 にお ける濃度推 移 につ いて も検討 した25)。また、 生 体 内 に お け る
EPAの 代 謝経 路 を明 らか にす るた め、invitroにおけ る代謝 につ い て も検
討を 加 え、EPAが ミ トコ ン ドリアお よびペ ル オキ シゾー ムにお いて β酸化 に
よ って代謝 され るのみ でな く、 ミクロゾー ムお よびペ ル オキ シゾー ムにおい て
鎖長 伸長化 反応 お よび不飽 和化 反応 に よ り ドコサ ペ ンタ エ ン酸(DPA)お よ
び ドコサ ヘ キサ エ ン酸(DHA)を 生 じてい るこ とも明 らか に した25)。
さらに、 肝 ミク ロゾームに お ける薬物 代謝酵 素 系お よび脂 肪酸鎖 長伸 長化 酵
素系 並 びに不飽 和化 酵素 系、 ミ トコ ン ドリアお よびペ ル オキ シゾー ムにお け る
脂肪 酸 β酸 化酵 素 系へ及 ぼす影 響 につい て も検 討 した26)。
最 後 にEPAお よび代謝 物 の薬効 につ いて も検討 し、EPA-Eが 血栓 形成
抑 制作 用、 末梢 壊疽 抑制作 用27)および動脈 弾性保 護作 用 を有す ること28)を明 ら
か にす る とと もに、EPA-Eの み でな く代謝物DPAお よびDHAに も、 弱
いなが らも血 栓形 成抑 制作 用が ある25)ことを 明 らか に した。
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第1章 ラッ トにおける消化管吸収
第1節 序
薬 物 の消化管 にお け る吸収 部位 お よび吸 収に 及ぼす 各種 の因子 の影 響 につ
いて は多 くの研究 が な され、 多 くの薬 物 は主 と して小 腸か ら吸収 され るが、
胃か ら吸収 され る薬物 もあ るこ と、 吸 収 に及ぼす 因子 と して薬物 の粒 子径、
共 存物 質、 胆汁 の存 在 その他 が あ るこ とが 明 らか に され てきた29)。また、 吸
収 され た薬物 の体 循環へ の移 行 につい て も大部分 は門脈 を経 由 し、 リンパ系
を介す る例 は一部 の脂 溶性物 質30・31)や脂 質32)に限 られ てお り、 リンパ の流速
が 血流 に比べ 極め て遅 いた め薬物 の消化 管 吸収 におい ては リンパ 系の 占め る
役 割 は少 な い もの と考 え られ てい る33)。一 方、長鎖 多価 不飽和 脂肪 酸の 消化
管 か らの吸収 につ いて は小腸 で吸収 され、 主 と して リンパ系 を介 して体 循環
へ 移行す る と言われ て きたが34)、吸収 部位 や上 述 の吸収 に及 ぼす 因子な どに
つ い て詳 細 な検討 を行 った例 はな い。 本章 におい ては、長 鎖多 価不飽 和 脂肪
酸 で あるEPA-Eの ラ ッ ト消化管か らの吸収 につ い て、 吸収 部位、 吸収 経
路 お よび吸収 に及ぼ す胆汁 の影 響等 につ いて検 討 した。
第2節 吸収 部位 およ び吸収 経路
本 研究 に用い た14C-EPA-Eの 構造 をFig.1に示 した。
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Fig1.ChemicalStructureofi4C(U)-EthylEicosapen-
taenoate
Fig.2から明 らか な ごと く、 幽 門部 を結紮 した ラ ッ トの 胃内 に投 与 した と
きの血漿 中濃度 は投 与後 わず かに上 昇 し、3時 間後 に1.0μgeq./m1を示
したに とどま った。一 方、 幽 門部 および空 腸部 を結紮 した ラ ッ トの十 二指 腸
内 に投 与 した ときのそれ は3時 間後 で30.Oμgeq./mlと胃内投 与 時の30
倍 の濃度 を示 した。 また、24時 間後 に結紮 腸管 内に残存す る放 射能 は4.6
一4一
%で あ り、 結紮 した腸管か らの 吸収率 は、95.4%と 算 出 され た。Table1
に示す よ うに、 胃内投与後3時 間 までの血 中濃 度 一時 間 曲線下 面積(AUC)
は、小 腸 内投 与 時の1/26に す ぎなか った。 この比 を腸 管 か らの吸収 率95.4
%に 乗 じて算 出 した 胃か らの吸収 率 は3.7%で あ り、 さ らに 胃内投与 時の血
漿 中 に はEPA--Eお よびEPAは 検 出 され なか った ことか ら、EPA-E
は主 と して小腸 よ り吸収 され、 胃か らは ほ とん ど吸収 され ない こ とが 明 らか
とな った。
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つ ぎに1℃ …EPA-E経 口投 与後 の リンパ中 濃度推 移 を観察 した(Fig.3)。
投 与後、 胸管 リンパ中 の濃度 は急速 に上 昇 し、2時 間後 に最 高値284.5μg
eq./m1に達 し、以後緩 徐 に低下 した。 一 方、 同時 に測定 した血漿 中濃度 は
緩徐 に1:昇し、2時 間後 に0.9μgeq./mlを示 し、以 後24時 間 まで緩 徐
なi':昇を続 けた。2時 間後 に おけ る リンパ中濃 度 は血漿 中濃度 の331倍 で
あ った。投 与後24時 間 まで のjlンパのAUCは 、 血漿 のそれ の35倍 を示
した。 この両者 のAUCを 加 えた ものを全 吸収 量、 また 末梢 血中 に移 行 した
5
放射 能 はすべ て門脈 を経 由 した もので ある と仮 定 した ところ、 リンパ 系へ の
移行 率 は97.2%、 門脈 系へ の移行率 は2,8%と 算 出 され た。
以上 の成 績 よ り、 小腸 よ り吸収 され たEPAは 主 と して リンパを 経 由 して
体 循 環 に移 行 し、 門脈 を経 由す る割合 はきわめ て僅か で あ る ことが 判 明 した。
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第3節 吸収 に及ぽす 各種 因子 の影響
1)胆 汁 の影 響
胆管 カニ ュレー シ ョンを施 した ラ ソ トに14C-EPA-Eを 経 口投 与 した と
き、24時 間 まで の血漿 のAUCは87.5±10.7μg・hr/面1であ った。 一方、
同様 に胆管 カニ ュレー シ ョンを施す とと もに、 別 の ラ ットの胆 汁 を持続的 に
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十 二 指 腸 内 に 流 入 す る よ うに した ラ ッ トに 経 口投 与 す る と、24時 間 ま で の
AUCは352.7±64.8μg・hr/mlで あ り、そ れ ぞ れ のAUCの 比 は1対4
で あ った(Table1)。
Table1PharmacokineticparameterofEPA-EandEPANainratsaf亡eroraladministration
ofEPA-EandEPANa(dose=30mg/kg)
Pharmacokineticparameters
Condition Specim・・T
m。x
hr
Tv2(β)CmaxAUCo_24hr
hrμgeq.EPA-E/mtμg・hr/ml
ratswithligatedpylorus
dosingintestinally
Plasma
Plasma
??
??
1
30.0
1.82)
47.63}
thoracicductcanulated
thoracicductcanulated
Lymph
Plasma
?
」??
284.5
2.1
1432.0
40.6
bileductcanulated
supplementedwithbile
㈲Plasma
(B)Plasma
87.5±10.7
352.7±64.8*
EPA-E:1.0μm<φ<2.5ftm(C)Plasma
EPA-E:φく1.0μm(D)Plasma
EPANa;E)Plasma
?
?
?
?
19.2±0.8
19.9±4.3
12.9
39.4
74.2
241.9±3.4
335,4=t17.0#
288.9±10.2
1);sacrificedat3hr.
2),3);AUCo_3hr
*;SignificantdifferencefromAgroupismarked(P<0.05),
詐;SignificantdifferencefromCgroupisnlarked(P<0.05).
両投 与群 の各 測定 時点 にお け る血漿 中濃 度 は、Fig.4に示す ように、投 与
後1時 間 を除 いて胆 汁を供給 されて い る場 合が 有意 に高 く、 また、AUCに
も有意 な差が 認 め られ 、胆 汁がEPA-Eの 消 化管か らの吸収 を促進 してい
るこ とが 明 らか とな った。
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Fig.4Plasmaconcentrationofradioactivity
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afteroraladministrationof14C-EPA-E
(dose:30mg/kg)
*;SignificantdifferencefromAgroupismarked
(P<0.05).
2)EPA-E乳 濁 液粒子 径 の影響
乳 濁粒子 径 の影 響 につ いて検 討 した結果 をFig.5およびTable1に示 した。
14C-EPA-E経 口投 与時 の乳濁 粒子 径 を、1μm以 下に した場 合の血 漿 中濃
度 は1μm以 上 の場 合 に比 して有意 に上 昇 し、 また最高 濃度 に達す るまで の時
間Tmaxは 有意 に短 縮 した。 さ らに最 高血漿 中濃 度Cmaxは3,1倍 に、 投 与
後24時 間 までのAUCは1.4倍 に増 大 した。 これ らの成績 よ り、EPA-E
の乳 濁粒 子径が 小 さい ほ ど吸 収速度 お よび 吸収率が 大 にな り、 特 に吸収 速度
に与 え る影響が 大 きい ことが 明 らか とな った。 また、1μm以 下に した場 合 は
EPAのNa塩 を溶液 と して投与 した場 合 と比較 し、Cmaxは 小 さい ものの
AUCに は差 は認め られず 、乳 濁粒 子径 を小 さ くした場合 のEPA-Eの 消
化 管か らの吸収 は溶 液に匹 敵す るほ ど良 い ことが示 され た。
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kg)
*;SignificantdifferencefromCgroupismarked
(PくO.05)。
#;SignificantdifferencefromDgroupismarked
(P<0.05).
3)共 存 脂 肪 酸 の 影 響
純 度90.5%のEPA-Eは 不 純 物 と して オ ク タデ カテ トラ エ ン酸(18:4,
1.7%)、 エイ コサ テ トラエ ン酸(20:4,ω3,2.2%お よ び20:4,ω 一6,
4.7%)を 含 む が 、 純 度70.9%のEPA-Eは これ らの 脂 肪 酸 に 加 え、 さ ら
に オ ク タ デ セ ン酸(18:1,5.1%)お よ び エ イ コ セ ン酸(20:1,4.5%)の2
種 類 の 脂 肪 酸 を 含 ん で い る 。 これ ら2種 類 のEPA-Eを ラ ッ トに 経 口投 与
した と き の 血 漿 中 のEPA濃 度 は 、 投 与 後 の いず れ の 時 点 に お い て も差 は 認
め られ ず 、 またAUCそ の 他 の パ ラ メ ー タ も ほ ぼ 同 様 で あ り、共 存 す る 約10
%の オ ク タ デ セ ン酸 お よ び エ イ コセ ン酸 はEPA-Eの 消 化 管 か らの 吸 収 に
対 し ほ と ん ど影 響 し な い こ とが 明 らか と な った(Table2)。
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Table2PharmacokineticparametersofEPA
inratsafteroraladlninistrationof
EPA-E(dose:100mg/kgノ
Pharmacokinetic
parameters
EPA-E
highpuritylowpurity
第4節 考 察
AUCo_48hr(μg・hr/ml)1330.2
T1,2α(hr)1.6
Tlf2β(hr)27.4
Cm乱x(μg/mの175.8
Tmax(hr)1
1412,6
2.1
28.5
174.5
1
一般 に 脂肪酸 の消化 管か らの吸収 につ いて は、1)胃 か らは吸収 され ず小
腸 か ら吸収 され る、2)短 中鎖 脂肪酸 は 門脈 を 経 由 して体 循環 に移 行す るが、
長 鎖脂肪 酸 は リンパ を介 して体循 環 に移行す る、3)脂 質 の吸 収 には胆 汁酸
との複 合 ミセ ル形 成が 必要 で あ ると言 われ て い る35)。また、各 種薬物 の 消化
管 か らの 吸収動 態につ い ては広 く検討 され て い るが 不飽和 脂肪 酸 につい て詳
細 に検 討 した例 はな い。そ こで、 本研 究 にお いて は長鎖 多価不 飽和 脂肪 酸で
あ るEPA-Eに つ いて消 化管 吸収 に影響 す る各種 因子 につ いて 前述の項 目
を含 めて検 討す る と ともに吸収後 の体 循環 へ の移行 につ いて も検討 を行 った。
従来、EPAの よ うな長 鎖多価 不飽 和脂肪 酸 に限 らず、 脂肪 酸 の 胃か らの
吸 収 につ いて検討 した報 告 は見 当 らな い。i4C-EPA-Eを 、 幽 門 を結 紮
した ラ ッ トの 胃内に投 与 した とき、 低 濃度 なが ら血漿 中 に放射 能が検 出 され 、
投 与量 に対す る吸 収率 は3.7%と 算 出 され た。 しか しなが ら、 本研究 で得 ら
れ た結果 は幽門結紮 とい う限定 された 条件 に よ るもので、 正常 動物 では 胃か
ら小腸へ の 薬物 の移行 を考 慮す る必要 が あ り、 胃か らの吸 収率 は さ らに低 く
な る もの と推察 され る。 また、 この とき血漿 中 にはEPAお よびEPAE
は検 出されず 、 高極性 の物 質のみが 僅か に認 め られ た。 第3章 に示す よ うに、
正 常動物 に投 与 した場合 、 血中 にはEPAお よび鎖長 伸長 化並 びに不 飽和 化
に よ って生 じたDPAお よびDHAの みが認 め られ、 胃内投 与 時に見 られ た
高 極性物 質 は ま った く検出 され なか った。一 方、 幽 門部 および空 腸下 部 を結
紮 した ラ ッ トの十 二指 腸 内に投与 した場 合 には、 血 中濃度 も急速 に上 昇 し、
24時 間 までの吸 収率 は95.4%と 算 出 され 、小 腸か らの 吸収 は極 めて 良好
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であ った。 これ らの成績 よ り、EPA-Eお よびEPAは 胃か らはほ とん ど
吸 収 されず、 小腸 か ら吸収 され る こ とが 判明 した。
また、脂肪 は吸収 に先 立ち複 合 ミセル を形成 す る35)と言われ て い る。 この
複 合 ミセ ル形成 には胆 汁酸 の存在 が 重要 であ り、EPAEの 吸収 に も胆 汁
酸 の関 与が 推定 され た。 そ こで、 総 胆管 に カニ ュレー シ ョンを施 し、 腸 内へ
の胆汁 分 泌を阻 止 した ラ ッ トに経 口投 与 した ところ、各 測定時 点 の血漿 中濃
度 は胆 汁が 供給 され てい る動物 に投 与 した場合 に比 べ有 意 に低 下 し、 また、
AUCも1/4と 有 意 に低 い値 を示 した。 従 って、EPA-Eの 吸収 に胆汁
が 促進 的 に作用 してい る ことは明 らか であ り、 お そ らく胆汁 中の胆 汁酸 が関
与 してい る もの と推 察 され た。
一般 に 薬剤 の粒子径 は消化管 内にお け る溶 解性 に大 き く影 響 し、 粒 子径が
小 さいほ ど吸収 速度が 速 く、 吸収率 が 高 くな る と言われ て い る36)。一方、脂
肪酸 の消 化管吸 収 に乳濁粒 子 サ イズが関 与す るか ど うか につ い ては報 告が な
い。EPAEの 乳 濁粒 子径 を1μm以 下に した ところ、1μm以 上 の場 合 に
比べCmaxは3倍 高 くな り、Trnaxも9時間 か ら1時 間 と大幅 に短縮 され た。
しか しな が らAUCは1、4倍 に増 加 したに とど ま った こ とか ら乳 濁粒 子径 は
吸収 率 に も影響 す るものの、 む しろ吸収 速度 に よ り大 き く影響す る もの と推
察 され た。
吸収 され た脂肪酸 の体 循環 へ の移行 につ いて は2つ の経 路が 知 られて いる。
1つ は 門脈 を経 由 して移 行す る経 路 で短中鎖 脂肪 酸が この経路 で体 循環 に移
行す る と言わ れ てお り、 も う1つ は長 鎖脂肪 酸が 移行 す る と言 われ てい る リ
ンパ系 を介す る経路 であ る34>。脂 肪酸 の鎖長 に よ って取 り込 まれ方 が異 な る
の は、TGの 合成 に関 与す る酵素 群 の特異性 に よる と言 われ てい る37)。胸 管
にカ ニ ュー レを挿 入 した ラ ッ トに経 口投与 した とき、 リンパ 中の最 高濃度 は
同 時 に測 定 した血漿 中最 高 濃度 に比べ 極 めて高 く、134倍 に も達 した。 ま
た、 リンパ のAUCも 血漿 の35倍 を示 し、EPA-Eの 体循 環移 行に お け
る リンパ 系 の寄与 率 は97.2%と 算 出 され た ことか ら、EPA-Eも 他 の長
鎖 脂肪酸 と同様 に小腸 か ら吸収 され たの ち、 リンパ系 を介 して体循 環に移 行
す る ことが 明 らか とな った。
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第2章 ラッ トおよびイヌにおける体内動態
第1節 序
不飽 和脂肪 酸 の体 内に おけ る動態 に つい ては古 くか ら検討 され て きたが、
主 と して栄養 学的 お よび生化学 的見 地か ら検 討 した もので あ り38)、1つの不
飽和 脂肪 酸を体 外か ら投 与 した際 の体 内動態 につ いて系 統的 に検討 した報告
は見 当 らない。EPA-Eは 魚 油中 に豊 富に含 まれ る多価 不飽 和脂 肪酸 の エ
チ ルエ ステル であ り、 血小 板凝 集抑制 作用14)や脂質低 下作 用15)を有 す る こと
か ら、 末梢 循環障 害 の治療 薬 として開 発が進 め られ てい る20)。
しか しなが ら、EPA-Eの 生 体 内に おけ る動態 につ いて はinvitroに
おい て血小板 や動 脈 とイ ンキ ュベー シ ・ンした ときの トロ ンボキサ ンや プ ロ
ス タサ イ ク リンの 動態 をみ た報告39・40)があるに過 ぎず、経 口投 与されたEPA
-Eが 吸 収 され た後 、生体 内に おいて どの よ うな挙動 を示す か につい ては他
の不 飽和 脂肪酸 と同様 明 らか でな い。
本 章 におい ては、14C-EPA-E経 口投与 時 の リンパ および血 漿中 に お
け る動 態 を検討す る とと もに、組 織へ の放 射能 の移行 を組 織 レベ ルのみ で な
く、脂 質画分 およ び リン脂 質亜 画分 レベ ルで も検討 した。 また、 リボ蛋 白中
にお け る動態 につ い て も明 らか に し、 蓄積性 につい て も検 討 を加 えた。 また、
摂 食が代 謝 に影響す る ことや 、投 与量 に よ って体 内動 態が変 化す る こと も知
られ て い る ことか ら、本 研究 に おいて は条件 を一定 とす るため単 回投 与の 実
験 はすべ て絶食 下 に行い、 また血 中濃度 推移 に及 ぼす投 与量 の影響 も検討 し
た。
第2節 組織 内分布 お よび蓄積 性
1)単 回投 与時 の ラ ッ トお よび イ ヌにお け る血漿 中濃 度
ラ ッ トにお ける血漿 中濃度 推移 をFig.6に示 す。14CEPA-E(粒 子
径=1.0μm〈φ〈2.5μm)30mg/kgを経 口投 与 した と きの血 漿 中放射能 濃度
は、 投与 後緩 やか に上昇 して9時 間 後 に最 高値12,9μgeq./in1に達 し、以
後緩 やか に低下 した。
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Fig・6Plasmaconcentrationofradioactivity
inmaleratsafteroraladministration
of14C-EPA-E.
2コ ンパ ー トメ ン トモデル に当て はめ て解析 した 時の α相 お よび β相 の消
失半 減期 は、11.7および33.6時間で あ った。100ま た は1000mg/kgを
投 与 した とき、 血漿 中濃度 は いずれ も6時 間後 に最 高値43,8および204.0
μgeq./in1を示 し、以後30mg/kg投与時 とほぼ 同様の推 移 を示 した。 それ
ぞれ の投 与量 にお け る α相 および β相の 消失半 減期 は4.4および35.5時間、
4.3および30.5時間 で あ り、 α相 の半減 期が30mg/kg投 与時 に比 し、短縮
す る傾 向を示 した。 また、AUCは30mg/kg投 与時 の約3倍 お よび15倍
で、1000mg/kg投 与 で はAUCの 上 昇率 の抑制 が認 め られ た。一 方、30
mg/kg投与後 のイヌに おける血漿 中濃 度 は24時 間後 に最 高値15.1μgeq./ml
を示 し、 ラ ッ トとCmaxは ほぼ同様 で あ った もの のTmaxは 異 な り、 また、
血漿 中濃 度の 消失半 減期 も16.1および8L6時 間 と、 ラ ッ トに比ぺ やや 長 い
傾 向を示 した。 さ らにAUCは ラ ッ トの約2.4倍で あ った(Fig.7)。
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Fig.7Bloodandplasmaconcentrationsof
radioactivityinmaledogsafteroral
administratlonof14C-EPA-E(dose:30
mg/kg),
14C-EPA-E経 口投 与後 の血 漿 につ いて遠心 限外 炉過 法を用 い て血漿
蛋 白 との結 合率 を測定 した と ころ、 ラ ッ トで は投 与1時 問後 で は30mg/kg
で95.1%、1000mg/kgで86.7%と投与量 が増 す と結合率 が低 下す る傾 向
が 認 め られ たが、 投 与24時 間後 で はそれぞ れ98.5および98.8%と、結 合率
が 上昇 す る とと もに投 与量 に よる差 は認め られ な くな った。 また イヌ におい
ては30mg/kg投 与24時 間後 で98.7%とラッ トとほぼ 同様 であ った。
2)反 復投与 時 の血液 お よび血漿 中濃 度
14C-EPA-E30mg/kg/dayを12日 間 にわた りラットに反復 経 口投
与 した ときの各 回投 与24時 間後 の血 液 お よび 血漿 中濃度 は、7回 投 与 以後
ほぼ一定 とな り、定 常 状態 に達す る ことが 判明 した。 この ときの濃度 は1回
投 与後 の濃度 の約2.9倍で あ った(Fig.8)。
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radioact三vityinmaleratsat24hrafter
dailyoraladministrationofi4C-EPA-E
(dose:30mg/kg),
3)単 回投与 時 の組織 内濃度
,4C-EPA-E30mg/kg単 回経 口投与 時 の組織 内濃 度をTable3にま
とめた。 投与後1週 間 に最 高値を 示 した脳、 白色 脂肪、 皮 膚お よび動脈 を除
き、 各組 織 内濃 度 は9-24時 間 に最 高値 を示 し、 以後 緩徐 に低 下 した。各
組織 か らの放射 能 の消失 速度 は血漿 の それ とほぼ 同様か やや 遅か った。
投 与1時 間後 で は、 肝 の濃 度が最 も高 く、血 漿 中濃度 の3.1倍の濃度 を示
した。 つ いで心 が1.2倍で あ り、他 の組 織 はいずれ も血漿 中濃度 よ りも低値
で あ った。9時 間後 で は、 副 腎が最 も高 く血漿 中濃 度 の9.3倍で あ り、 骨髄
お よび褐 色脂肪 も2倍 以 上の 濃度 を示 した。24時 間後 で は褐 色 脂肪が 最 も
高 く、 血漿 中濃 度 の26.3倍 であ り、 骨髄 も5.3倍の濃度 を示 した。1週 間
後で は、褐 色脂 肪が最 も高 く、 血漿 中濃 度の72.2倍 で あ った。脳 、 白色脂
肪 および動 脈 の濃度 は24時 間の濃 度 よ り上昇 し、 それ ぞれ血 漿 中濃度 の
4.7、50.5および5.3倍を示 した。 また、 血液 中濃度 は血 漿 中濃度 よ り高値
を示 した。3週 間後 で はいずれ の組織 におい て も1週 間後 の濃 度 よ り低 下 し
たが、 脳か らの 消失 は遅か った。
これ らの成績 か ら、 脂肪、 脳 か らの消失 が遅 い こと、骨 髄、 動脈へ も高濃
度 で移 行す る ことが 明 らか とな った。
一15一
Table3Tissueconcentrationofradioactivityinmaleratsafteroraladministrationof14C-EPA-E,
Tissue
Concentration(μgeq.EPA-E/gorml)
1hr 9hr 24hr 1w 3w
Brain
Hypophysis
Thyroid
ThymUs
Lung
Heart
Liver
Spleen
Pancreas
Adrenal
Kidney
Urinarybladder
Prostate
Testis
Stomach
Smallintestine
Largeintestine
Muscle
Fat
Brownfat
Skin
Bonemarrow
Aorta
Blood
Plasma
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?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?ー
ー
2.0±
8,1±
(
8.9±
(
6.4±
12.6±
(
8.0±
(
40,8±
(
12.1±
(
23、3±
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
(3.1)
70.3±10.2
(9,3)
10,5±1.3
(1.4)
3,9±0.1
(0.5)
6.4±0.7
(o.9)
1.9±0,2
(0,3)
109.5±28.9
(14、1)
26.3±3,5
(3.5)
9.9±2.3
(1、3)
1.6±0.2
(0.2)
2.1±0.2
(0.3)
15.4±2.5
(2.1)
4,8±0.8
(0.6)
15.7±1,4
(2,1)
1.9±0.4
(0.2)
4.1±0.6
(0.5)
7.5±O.7
(1.0)
2.1±0.2
(0.5)
7.8±0,5
(1.7)
8、4±0,8
(1.8)
6.6±0,7
(1.4)
li.1±1,1
(2、4)
8.3±0,5
(1.8)
43.0±3。1
(9.3)
12.8±1.2
(2.8)
21.6±2.7
(4.7)
88.1±6.6
(19.1)
12.1±1.2
(2.6)
3.4±0.5
(0.7)
5.1±1.1
(i,1)
工.8±0.2
(0.4)
15.3±3.5
(3.3)
18.5±1.7
(4,0)
7,3士0.8
(1.6)
2.4±0.2
(0,5)
17.6±5.3
(3、8)
120.9±26.6
(26,3)
9.4±0,8
(2,0)
24.3±0.8
(5.3)
3.O±0.8
(O.6)
2.9±0.2
(0,6)
4.6±O.2
(1.0)
2.8±0.3
(4.7)
4.3±1,1
(7,2)
4.3±0.6
(7.2)
2.4±0.4
(4,0)
4.7±0、6
(7.8)
5,3±0,4
(8,8)
6.6±0.9
(11,0)
3、2±0.5
(5,3)
9.5±0.6
(15.8)
23,4±4,4
(39.0)
4.1±0,4
(6.8)
2.8±0.3
(4.7)
2,4±0、2
(4、0)
1.3±O.1
(2.2)
3.6±0,3
(6.0)
4.7±0,9
(7.8)
3.9±0.8
(6.5)
1、9±0,1
(3.2)
30.3±6.2
(50.5)
43.3±13.4
(72.2)
12.0±1.2
(20.0)
11.8±2.9
(19.7)
3.2±0.1
(5.3)
1,0±0.1
(1.7)
O,6±O,1
(1.0)
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Resultsaregivenasthemeans±s.e.ofthreeanimalst
FiguresinparenthesesdenotetheratiooftissueconcentrationtoplasmacOncentration.
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4)反 復投与時の組織内濃度
つぎに種々の期間反復投与 し最終投与24時 間後の組織内濃度を検討 した
結果を丁曲1e4に示す。
Table4Tissue`oncentrationofradioactivityinmaleratsafterdailyoraladministration
of1℃-EPA-E.
Concetration(戸geq.EPA-E/gorm')
Tissue 24hrafterthelastadministration1w 3w
1day 4day 8day 12day 12day 12day
Brain
Hypophysis
Thyroid
Thymus
Lung
Heart
Liver
Spleen
pancreas
Adrena正
Kidney
Urinarybladder
Prostate
Testis
Stomach
Smal里intestine
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Muscle
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Skin
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Blood
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Resultsaregivenasthemeans±s.e.。fthreeanima置s.
4日 問 に わた り30mg/kg/dayを反復投 与 した ときの最終投 与24時 間
後 の組織 内濃度 はいず れ の組 織 にお いて も単回投 与時 に比 べ て高 く、 白色 脂
肪 は5.3倍の濃 度を示 した。 また8日 間反 復投与 した ときの最終 投与24時
間後 の濃度 は4日 間投 与時 に比べ 、脳 お よび 白色脂肪 が2.9お よび2.5倍で 、
12日 間 投 与後 で は8日 間投与 時に 比べ、 副腎が2.2倍 の濃度 を示 した ほか
は いず れ も2倍 以下 で あ ったが 、単 回投与 時 に比べ ると3.5-4.5倍とな り、
特 に脳 、 白色 脂肪 の濃度が 高か った。 さら・に12日 間投 与1週 間 後 で は24時
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Fig.9ApProximatetime-concentrationcurve
inlung(dose:30mg/kg).
○:Observed
●=Estimatedpointofsteady-state
Y=一 一一〇,527×2十14.784X-0.435
Y:・ ・nce…a・1。・(μ9・q・EPA-E/9) ,X・tim・(d。y)
Table5 Thetimetoreachthesteady-state
andthetissueconcentrationatthat
timeestimatedbythecurveof
secondarydegree.
Tissue 塒C罵llCss/CSAI)
Brain
Hypophysis
Thyroid
Thyrnus
Lung
Heart
Liver
Spleen
Pancreas
Adrenal
Kidney
Urinarybladder
Prostate
Testis
Muscle
Fat
Brownfat
Skin
Bonemarrow
Aorta
Blood
Plasma
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?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?ー
Mean±S.E. 23.0
±3.8
291.9
±134.2
21.8
±7.0
1):Concentration(steady-state)/Concentration
(at24hraftersingleadministration)
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間後 に比 べ脳 お よび骨髄 の濃 度が上 昇 したが 、他 の組織 の濃度 は低下 した。
12日間 投与3週 間後 で は24時 間後 に比べ脳 内濃度 の低 下 は緩徐 で あ った。
単 回投 与 時 お よび反 復投 与時 の濃度 を二 次式 に あて はめて定 常状 態に到 達す
る 日数 を 推定 した ところ、大 部分 の組 織 において実 測値 とシ ミュレー ションカ
ー ブが よ く一 致 し、定 常状 態 に到達す る 日数 お よびその ときの濃度 を推 定で
き るこ とを見 出 した(Fig.9)。そ こで各 組織 に おけ る定 常状 態 に到達す る
Table6 Eliminationhalf-livesofradioacti.
vityintissuesofmaleratsafter
singleoraladministrationand
repeatedoraladministrationof
14C-EPA-Efor12days.
Tissue
T1,2(day)
single repeated
Brain
Hypophysis
Thyroid
Thymus
Lung
Heart
Liver
Spleen
Pancreas
Adrenal
Kidney
Urinarybladder
Prostate
Testis
Stomach
Smallintestine
Largeintestine
Muscle
Fat
Brownfat
Skin
Bonemarrow
Aorta
Btood
Plasma
?
?
?
??
??
?
?
?
?
?
?
?
』
?
?
?
?
?
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?
Eachdatawasobtainedfromthetissueconcen.
trationonlweekand3weeksafterfinaladmi.
nlstration.
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推 定 日数 を 算 出 した と ころ 、8.089.1日 、平 均23.0日 とな った。 ま た 、 そ
の と き の 濃 度 は 単 回投 与 時 の 濃 度 の3、6131.1倍 、 平 均21.8倍 で あ った
(Table5)。 ま た、 単 回 投 与 お よ び12日 間 投 与 に つ い て1週 間 後 お よ び
3週 間 後 の 濃 度 よ り求 め た 各 組 織 か らの 放 射 能 の 消 失 半 減 期 はTable6に 示
す よ うに 、 脳 お よ び動 脈 を 除 き、 単 回 投 与 時 が3.9-27.2日 、 平 均7.6日 、
12日 間 投 与 時 が4.5-21.1日 、 平 均8.4日 と、 ほ ぼ 同 様 で あ り、 反 復 投 与
して もEPAEの 体 内 動 態 に は あ ま り影 響 しな い こ とが 明 らか と な った 。
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Fig.10aAutoradiogramsshowingthedistributionofradioactivityinrnaleratsafteroral
administrationof14C-EPA-E(dose:30mg/kg)
1:Stomach21Heart3:Liver4=Intestinalcontents5:Brain6:Lung7:Spleen
8:Kidney9:Pancreas10:AdrenallllBonemarrow12:Salivarygland13=
Thymusl4:Intestine
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5)単 回 および反復 投 与時 の全身 オー トラ ジオグ ラム
単 回 お よび反復投 与時 の組織 内濃 度 を全 身 オー トラ ジオグ ラフ ィーに よ り
検討 した結果 をFig.10およびFig.11に示 した。 単回投与9時 間後 では消
化管 を除 き肝、 副腎、 褐 色脂肪 お よびハ ーダー腺 な どが 高 く、 肺、 心、骨 髄
お よび脳 は低 濃 度で あ った。 投与24時 間 後 で も肝、 褐 色脂肪 が高 濃度 で、
次 い で副腎、 骨髄 、 白色脂肪 および ハ ー ダー腺 な どが高か ったが、 肺、心 お
よび脳 は低か った。投 与1週 間後 で も脂肪 に放射 能が 認 め られ た。
また、12日 間反 復 投与後24時 間 で は 白色脂 肪 お よび褐色脂 肪が 最 も高
濃度 で、 トリグ リセ ライ ドに富む組 織 の濃度 が 高い ことが 明 らか とな った。
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Fig.11Autoradiogramsshowingthedistributionofradioactivityinmaleratsafterdaily
oraladministrationof14C-EPA-Efor12days(dose:30mg/kg).
1:Brain2:Brownfat3:Stomach4:Kidney5:Heart6:Liver7:Intestine8=
Adrenal9=Fat
6)ラ ッ トお よ び イ ヌ に お け る排 泄
〔尿 、 糞 お よ び 呼 気 中 排 泄 率 〕
ラ ッ トに14C-EPAEを 経 口投 与 した と き、24時 間 後 まで の 尿 中 に
投 与 放 射 能 の2.0%、 糞 中 に14.8%お よ び 呼 気 中 に39.6%が 排 泄 され 、168
時 間 後 まで に は 、 そ れ ぞ れ2.7、16.7お よ び44.4%が 排 泄 され た 。168時
間 まで の 尿 、 糞 お よ び呼 気 中 へ の 総 排 泄 率 は63.8%で あ った(Table7)。
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Table7 Urinary,fecalandrespiratoryexcretionofradioactivityinmaleandfemalerats
afteroraladministrationof1℃-EPA-E
Collection
period
(day)UrineFeces
Male Female
ExpiredTotal
alr U・…F・ ・es讐edT…1
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
2.0±0.114.8±0939.6±2.7564±3.3
2.3±0.116.0±1041,6±2.8598±3.5
2.4±0.116.2±1042.6±2.8612±3.5
2.5±0.116.4±1043、1±2.8621±3.5
2.6±0.116,5±1043.5±2,8626±3.5
2.7±0.116.6±1043.9±2.9632±3.5
2.7±0.116.7±1,044.4±3.063.8±3.5
2.5±0.213.5±3.142.7±2.058.7±4.9
2.8±0.215.2±3.3466±1.764、1±3.9
3.0±0.215.7±3.4481±L766.8±4.3
3.1±0.215.9±3.5492=t1.968.3±4.5
3.2±0.218.0±1.8504±2.371.6±3.8
3.3±O.218.2±1.8509±2.272.3±3,8
3.3±0.218.3±1.851.4±2.173,0±3.7
Resultsaregivenasthemeans(%ofadministeredradioactivity)±s.e.ofthreeanimals.
これ らの成績 よ りEPA-Eは 主 と して呼気 中へ炭 酸 ガ ス として排 泄 され
るこ とが 明 らか とな り、第3章 で述 べ るよ うにEPA-Eが β酸 化 に よ り代
謝 され る ことが 示唆 され る。
また、 イ ヌにおい て も投 与後24時 間 まで に尿 中に0.7%および糞 中 に16B
%が 、168時 間 まで にそれぞ れO.1および19.2%が排 泄 され、ラットとほぼ
同様 の尿糞 中へ の排泄 傾 向を示 した。
「胆汁 中排泄 率 〕
第1章 で示 した よ うに、 消化管 か らの吸 収 に胆汁が 関与 す る ことが 明 らか
にな って い るの で、他 の ラ ッ トの胆 汁を持 続的 に十二 指腸 内 に導 入す るよ う
に した ラ ッ トを 用い て検討 した。 この よ うな ラ ッ トに経 口投 与 した とき、投
与後24時 間 まで に29%し か 胆汁 中に排泄 され ず、EPA-Eお よび代 謝
物 の胆 汁 中へ の排 泄 は僅か で あ った。 この成 績 よ り経 口投 与時 に糞 中に排泄
され た放射能 は、 主 として未 吸収 の14C-EPA-Eも しくは消 化管 内 にお
いて代 謝 され た物 質 に由来す る ことが 判 明 した。
第3節 リボ蛋 白、脂質画分および リン脂質亜画分における分布
1)リ ンパおよび血漿中 リボ蛋白における分布
前節で血漿中放射能の大部分は蛋白と結合 した状態で存在 していることを
明 らかに した。そこで リンパおよび血漿について超遠心分離法を用いて蛋白
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の分 析を 行 った と ころ、Table8に示 す よ うに、14C-EPA-E経 口投与
後9時 間 まで に得 られ た ラ ッ トリンパ 中放 射能 の74.7%がキ ロ ミク ロンに、
24,0%が超低 密度 リボ蛋 白(VLDL)に 分 布 して いた。d>LO1画 分へ の
分 布率 は僅か で あ り、 リンパ中 にお いて はEPAは ほ とん ど リボ蛋 白中 に存
在 し、 しか も主 と してキ ロ ミク ロンに分布 してい る ことが 明 らか とな った。
TABLE8DistrjbutionofRadloactivitytnLipoproteinsofRatsandDogsafterAdministrationofi4C・EPA-E
DosageS
peciesSpecimenroute
CollectionChylomicronVLDLLDLHDL`'>1.15Totalconcentration
time{h)o/oofradioactivityinlymphorptasmaμgeq .EPA-E/ml
Ratμo.Lymph
Plasma
i.v.Plasma
DogP.o.Plasma
0-9
1
9
24
9
9
24
ー
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
〜
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
「?
?
?
「」
?
?
?
」
Eachvalueisthemean±S.E.ofthreeanima
224
823
312
97
16
71
42
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
「?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
??
?
?
?」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
??
?
96
27
18
516
824
33⑪
?
?
?
?
ー
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
「?
「ー
?
ー
3
418
229
742
449
412
014
??
?
??
?
「」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
??
?
??
147
4
7
4
7
11
15
?
?
?
?
?
「?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
「?
??
?
?
?
?
?
?
?
」
?
」
?
」
??
?
」
「」
?
s.`'>1.15:VHDLandalbumin.a)ContainsLDLandHDL
血漿 で も、大部 分の放 射能 が リボ蛋 白中 に存 在 し、投 与後1時 間 でキ ロ ミ
クロ ンに血漿 中放 射能 の49.7%が、VLDLに23.0%、LDbに3.4%、
HDLに6.2%お よびd>1.15画分 に18.1%が分布 していた。 投与 後9時 間
で は、 キ ロ ミクロ ン、VLDbお よびLDLへ の分布 率が 減少す る一方、HDL
お よびd>1.15画分 への分 布率が 増加 し、 また24時 間後 で は、 さ らにキ ロ
ミクロ ンお よびVLDLへ の分 布率が 減少 し、d>1.15画分へ の分 布率が 著
明 に増 大 した。 キ ロ ミク ロンおよびVLDLへ の放射 能の分 布 率が経 時的 に
減 少す る とともに、d>1.15画分 への 分布率 が増 加 した。
30mg/kg投与後 の イヌに おけ る血漿 中 では、主 としてLDLお よびHDL
に分布 したが、24時 間 後 にはLDLが 減少 す る とと もにHDLが 増 加 し、
ラ ッ トとはか な り異な る傾 向が 認 め られ た。 これ らの成績 は血 漿 中濃度 の消
失半 減期 お よびAUCが ラ ソ トとか な り異な る こ とと も関連が ある もの と考
え られ る。
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2)脂 質画分 に おけ る分布
r単回投 与時 に おけ る分 布〕
リンパ、血 漿 お よび組織 の 脂質画 分 にお け る分 布を検 討 した。
Table9に示す よ うに、i4C～EPA-E経 口投 与後9時 間 までに ラ ッ ト
リンパ 中へ移 行 した放射能 の90.2%は トリグ リセ ライ ド(TG)中 に分 布 し、
TGと 結 合 した形 で リボ蛋 白中の主 と して キ ロ ミクロ ンに存在 す る ことが 明
らか とな った。 また、 リン脂質(PL)中 に も7.0%が分 布 したが、 他の画 分
へ の分布 は僅か で あ った。
TABLEgDistributionofRadioactivityinLipidsofRatsandDogsafterAdministrationof'`C-EPA-E
Spec・㏄ 瞥 ・繭r鼎CE
TGFFAPLOthersa,Totalconcentrationbノ
o/oofeachfractioniltotalradioactivity
μgeq.EPA-E!mi
Ratμo.Lymph
P.o.Plasma
i、v.Plasma
DogP.o.Plasma
0-9
1
9
24
025
05
1
9
9
24
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
「?
?
?」
190
482
757
943
336
369
578
664
053
551
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
「?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
】
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
0±62
7±36
5±52
6±65
4±98
2±85
6±082
4±2010
8±188
4±087
2±03
2±02
5±05
5±23
8±Ol
3±04
5±06
6±14
4±13
5±14
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
3±349
95±0
5±07
6±02
1±06
2±06
6±07
5±01
3±49
1±53
Eachvaluelsthemean±S.Eofthreeanimals.CE,cholesterolester、TG、triglycerides;FFA,freefattyacid;PL,Phospho-
hpids.αノContaincardiolipins,diglyceridesandmonoglycerides.b)Showsthelymphorplasmaconcentration.
血漿 で は、投 与後1時 間で血漿 中 放射能 の82,0%がTGに 、5.7%がPL
に、3.5%が コレステロ 一ールエ ステル(CE)に 、2.7%が遊 離脂肪 酸(FFA)
に分布 した。 投与 後9時 間 で はTGが 減少す る とと もにCEお よびPLへ の
分 布が増 大 したが、FFAに はほ とん ど認 め られ なか った。24時 間後で も、
同様 にTGが さ らに減少 し、CEに25.3%お よびPLに23.6%と 増大 した。
経 時的 にTGへ の放 射能 の分 布率が 減少 し、PLお よびCEへ の分 布率 が増
加す る ことが 明 らか とな った。
つ ぎに組織 の脂質 画分 に おけ る分 布 をTable10にま とめ た。肝 に おけ る
放射 能の 分布 は血漿 とはや や 異な り、投 与後9時 間 でP五 お よびTGに それ
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それ 肝 の放射 能の50.1および44.2%が分 布 し、CEお よびFFAは 僅か で
あ った。24時 間後で はPI.およびTGに71.4お よび25.0%が分布 し、9時
間後 に比 べTGへ の分布 率が減 少 しPLへ の分 布率 が増 加 した。CEお よび
FFAへ の放射 能 の分布 は さ らに減 少 した。
脳 に おいて は、 いず れ の測定 時間 にお いて も脳 の放射能 の90.5%以 上が
PLに 分 布 し、 血漿 の他 のいず れの組 織 とも異 な った。
脂肪 におい ては、血 漿 お よび肝 とはか な り異 な り、24時 間 後の 脂肪 の放
射能 の988%以 上がTGに 分 布 し、他 の画 分 には ほ とん ど認 め られ なか った。
TABLEIODistributionofRadioactivityinTissueLipidsofRatsafterOralAdministrationofl4C-EPA-E
CollectionCETissuetime(h)
TG FFA PL Othersa/Totalconcentrationbノ
吻i}ofeachfractionintotalradioactivity μgeq、EPA-Elg
L!ver
HeartC/
Brain
Adipose
tissues
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
??
??
「?
1.0±0」
0、7±0.1
2,3
N.D.
ND.
ND.
N.D.
44.2±2.3
25.O±5.5
13.7
85
ND.
ND.
98.8±0コ
3.6土0.1
1、9±O.2
14」
39
L6±1.6
0.4±0.2
N.D.
50」±2.2
71.4±5.2
66.2
86、2
98.4±L6
90.5±=5.2
0.9±0.7
1.0=ヒ0.3
09±0.2
37
14
ND、
9」 ±5.0
0.3±02
408±79
430±31
80±09
83±09
20±02
21±02
17.6ヨヒ5.3
Eachvalueisthemean±S.E.oflhreeanimals.CE、TG,FFAandPL;seelegendofTableILa/Containcardiolipins、
diglycendesandmonoglycerides,b)Showsthet±ssueconcentration.∂Tissuesofthreeanimalswerepooledandtreated
NDInotdelected.
r反復投 与時 に おけ る分 布〕
反復 投 与時 の血漿 脂質 画分 にお け る分 布を 検討 した結果 、Table11に示
す よ うに、4日 間 にわ た り反復 投与 した ときの最終投 与後24時 間で は、TG、
PLお よびCEに それ ぞ れ血漿 中放射 能 の40.3、33.8および18,5%が、12
日間反 復投 与後24時 間 では それぞ れ45.9、34.6および12,4%、12日 間反
復投与 後1週 間 で はそれ ぞれ46,3、29.2および1L6%が 分布 した。FFAに
はいず れ の場合 もほ とん ど放射 能 は認 め られ なか った。 モ ノグ リセ ライ ドや
ジグ リセ ライ ドを含 むそ の他 の画分 の放射 能の 割合 は12日 間反 復投 与後1
週間 で極 大 とな り、血 漿 中放射 能の11.6%に達 した。投与 回数 の増加 に伴 い
CEへ の放 射能 の分布 率が 減少 した。
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TABLEllDistributionofRadioactivityinPlasmaLipidsofRatsafterRepeatedOralAdministrationofi4C-EPA-E
No.ofCollectionCE
dosinglime(h)
TG FFA PL OthersaJTotalconcentrationbJ
o!(〕ofeachfractionintota[radioactivity μgeq.EPA-Elm1
?
?
?
「?
?
?
2425.3±2943.4±6,2
2418.5±L440.3±0.8
2412.4=1=1.745、9±39
16811.6±L846.3±4.8
2.2±1.323.6±1.65.5±2.3
09±0533.8土2.66.4±2.O
l.0±0.134.6±0.27」 ±2.4
L2±0,129.2±2.511,6ゴ=1.1
4.6±0.2
9.1±0.6
13、2±0.6
44±0.1
Eachvalueisthemean土S.E,ofthTeeanimals.CE、TG.FFAandPヒseelegendofTableILa/Containcardiolipins,
diglyceridesandmonoglycerides.ゐノShowstheplasmaconcentration.
一 方、組 織 につい て検 討 した ところ、肝に おい ては4日 間反 復投 与後24時
間で は、PL、TGお よびFFAに それぞ れ77.3、11.9および8,3%が、12
日間 反復投 与後24時 間 ではPL、TGお よびFFAに それぞれ80.5、8.9お
よび8.3%が分布 し、投 与回 数 の増 加 とともにTGへ の分 布率 が減少 しPLへ
の分 布率 が増 加 した。12日 間 反復投 与後1週 間 ではPL、TGお よびFFA
にそれ ぞれ75.7、7.1および8.7%が分 布 した。12日 間反 復投与 後の脳 に お
い ては、 いずれ の測 定 時間 にお いて もPLに90,0%以 上が 、脂肪 では99.0%
以上 がTGに 分 布 し、 いずれ も単 回投与 時 と同様 で あ った。動脈 では、12日
間反 復投 与後24時 間で、TGお よびPbに 動脈 の放射 能 の45.3および35.7
%が 分 布 した(Table12)。
TABLE12DistributionofRadioactivityinTissueLipidsofRatsafterRepeatedOralAdministrationof14C-EPA-E
Tissue
No.ofCollectionCE
dosmgtime(h)
TG FFA PLOthersロ ノTotalconcentration占ノ
%ofeachfractionintotalradioactivityμgeq.EPA-E/g
Liver
Heartr'
Brain
Adipose
tissues
Aorta`'ノ
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
0.7±0.1
0.1±0,0
0.2±0.O
O.9±0.5
ND
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
25.0±55
119± ⑪.3
89±1.2
7」 ±1.0
8.5
1.9
1.7
ND、
N、D.
N.D.
98.8±0フ
95.5±0.4
99.0±0.4
99.4=ヒ03
45.3
1.9±027L4±52
8.3=ヒ0.277.3±0.9
8.3ゴ=0680.5=ヒ0.9
8.7=±=0.875.7±0.9
3986.2
4593.1
5、5919
0.4±0.2905±52
5.7±O.7900±05
5.7±0、8915±04
ND,09±07
1.7土0.320±04
0.1±0.103±0⑪
ND、ND、
7.035.7
0.9±O.2
2.5±0、6
2」±02
7.6±1.9
L4
0.5
0.9
91±50
42±06
28±07
03±02
08±04
06±03
06±03
118
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
「?
Eachvalueisthemean士S.E.ofthreeanimals.CE,TG,FFAandPL;seelegendofTable亘1,a)Containcardolipins,
diglyceridesandmonoglycerides.b)Showslhetissueconcentration.∂Tissuesofthreeanima且swerepooledandtrealed,d)
TissuesofsixanimalswerepOoledandtreated.
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3)リ ン脂質亜 画分 に おけ る分布
肝 お よび脳 にお いて は主 と して リン脂 質に放 射能 が分 布 して いる こ とが 明
らか とな った ので、 次 に リン脂 質 亜画分 につ いて検 討 した。Table13に示
す よ うに、14CEPA-E経 口投与 後9時 間 まで に ラ ッ トの肝PL画 分 に
取 り込 まれ た放射 能 は、 ホ ス フ ァチ ジルエ タノ ール ア ミ ン(PE)お よび ホ
スフ ァチ ジル コ リン(PC)画 分 にそれ ぞれ36、9および53.7%が、 投 与後
24時 間 で は同様 にそれ ぞれ40.3および50.4%が分 布 し、 主 と してPCお
よびPE画 分 に分 布 してい るこ とが判 明 した。 いずれ の測定 時 間 におい て も
ホ ス フ ァチ ジル セ リン(PS)お よび ホス フ ァチ ジルイ ノ シ トー ル(PI)
画 分へ の分 布率 は僅か で あ り、 これ らの画分 の放 射能 の比 率 はほぼ 同様で あ
ったが、PE画 分 への分 布率 が増加 す ると ともにPC画 分へ の分 布率が 減少
す る傾 向 も認 め られ た。
投 与後9時 間 まで に脳 のPL画 分 に取 り込 まれ た放射 能 は、PE、PC、
PSお よびPI画 分 にそれ ぞれ40.4、28.5、8.2および8.0%が分 布 し、投
与後24時 間 ではPI画 分へ の分 布が減 少す る とともにPS画 分 の分 布率が
増 加 した。
TABLE13DistributionofRadioactivityinPhosphoiipidSubfractionsofMaleRatLiver、HeartandBrainafteroraiAdmin-
istratlonofKC-EPA-E
Tissue Collection
time(h)
Phospholipidsubfピactions
PE PC PS PI Others
Liver
Hearta,
Brain
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
??
36.9=ヒ0」
40,3±1.8
30.5
362
40,4±0.7
40.9±2.0
53,7±0.5
50.4±1.6
62.0
45,8
28.5=圭=4.9
28.4±2.3
4.0±03
40±O、3
2,1
4.5
8.2±2.4
12.8±2.3
4、3±02
4.6±O.2
3.6
6.9
8.0±O.3
4、4±2.0
1.1±0」
0.7士0,l
l.8b)
6.6b/
14、8±5.3
13.5ゴ=3.5
Eachvalueisthemean(percentofradioactivityintotalphospholipid)±S.E.ofthreeanimals.PE,phosphatidylethanola-
mine;PC,phosphatidylchojine;PS、phosphatidylserine;PI,phosphatidylinositol,a/Tissuesofthreeanimalswerepooled
andtreated.b)ThisfTactioncontainscardiolipinmainly.
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TABLE14DistributionofRadioactivitylnPhospholipidSubfractionsofMaleRatLiver,HeartandBrainafterRepeated
OralAdministrationofi4C-EPA-E
Tissue No.ofCol)ection
dosmgttrne
Phospholipidsubfractions
PE PC PS Pl Others
Llver
HeartaJ
Brain
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
24h
24h
24h
lw
24h
24h
lw
24h
24h
lw
403±L8
432±O.7
43.4±0.4
44.7±0.8
362
47.3
584
409±2.0
583±0.4
637±2.9
50.4±18
43.7±03
445士0.6
44.4±0.8
45.8
34.2
24.2
28.4±23
18.0=」=L6
11.6±1.1
40±0.3
4.3=ヒ0.3
44±0.4
3.6±0.2
45
4.4
■8
12.8±2.3
16.6±0.7
18,4±0、9
4.6±02
7.0±03
6.3±α0
6.1±02
69
42
4.8
4.4±2.0
2.8±03
23±03
0.7±0」
1.7=ヒ0,3
L4±0.4
12±0.2
6.6b/
9.9b/
8.7わノ
1■5±35
4.3±2.2
4.0±0.7
Eachvalueisthemean〔percentofradioactivitylntotalphospholipid)±S.Eofthreeanlmals.PE,PC,PSandPLsee
IegendofTableVI.ロノTissuesofthreeanimalswerepooledandtreated、b)Thisfrac1ioncontalnscardiohpinmalnly.
一 方、反 復投 与す る ことによ り肝 に おけ る分 布は大 きな変 動を示 さなか っ
た もの の、 脳 に おいて はPE画 分へ の分 布率 の増 加に伴 いPC画 分 へ の分布
率が 減少 し、PS画 分 に もか な りの放射能 が分 布 して肝 とはか な り異 な る分
布傾 向を示 した(Table14)。
第4節 考 察
ラ ッ トお よび イヌに14C-EPAEを 経 口投 与 し、 血漿 お よび組織 内放
射能 濃度 の推 移 につい て検討 した。
投 与 量が異 な る と体 内動態 も異 な る ことが あ る ことは よ く知 られ て い る。
EPA-Eに つ いて30、100お よび1000mg/kgの3投 与 量 を ラ ッ トに
投与 し、 血 中濃度 の推移 を検 討 した ところ、30お よび100mg/kgではCmax
およ びAUCは ほぼ投与 量 に比例 して増 大 した ものの、1000mg/kgではそ
の増 大 は抑制 され、 投与 量 の増大 が30倍 であ ったのに対 しCmaxおよびAUC
の それ は15倍 に止 どま った。 これ ら抑制 の原 因 として、吸収 の遅延 ・抑制 、
組織 移行 速度 ・排泄 速度 の増 大等が 考 え られ る。 β相 の消失 半減期 に ほ とん
ど変 化が な い こ とか ら排 泄速 度の増 大 は否定 で き るもの と思 われ る。 α相 の
半 減期 に短縮 傾 向が 見 られ、組 織へ の移 行速 度が 増 してい る こ とも考 え られ
るが 、 前章 で示 した よ うに吸 収 されたEPAEは 流速 の遅 い リンパ を介 し
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て体 循環 に移行 す る こ とを考 え ると、 吸収 の遅 延な どに よ り見 掛 け上 α相 半
減期 が短縮 してい る と解釈 した方が 納得 しやす い。
血 漿か らの 消失 は比較的 遅 く、 β相の半 減期 は24.7-81.6時間で あ った。
これ は血漿 中放 射能 の お よそ90%以 上が 蛋 白 と結 合 してい るこ とに 由来す
る もの と考 え られ た。一般 に酸 性 の薬剤が 血 中で結 合す る蛋 白は主 と して ア
ル ブ ミンで あ り41)、そ の結合様 式 はvanderWaals力、 静電 気的 結合、 水
素 結合 お よび疎 水結 合 な どに よる と言われ て い るが42)、EPA-Eの 場 合は、
この蛋 白の種類 と結合 様式 については 以下 の ように推 察 され る。す なわち、一
般 に遊離 脂肪 酸 は アルブ ミンと結 合す るが43)、多価 不飽和 脂肪 酸 の アル ブ ミ
ンとの結 合力 は弱 い と言 われ てい る こ と44)、EPA-E投 与後 の血 漿 中放射
能 はそ の70%以 上 が キ ロ ミク ロンお よびVLDL画 分 に認 め られ 、 これ ら
の放射能 はまた大部 分TG、PLお よびCE画 分 に認 め られ た こ と、 また第
3章 で示 す ように、EPA-E投 与後 の 血中 におい て は加水分 解 されたEPA
も しくはそ の代謝物DPAお よびDHAと して存在 す るこ と、 リパ ーゼ も し
くは ホ スフ ォリパ ゼー 処 理 に よ りTGも しくはPLよ り遊離 す る こと等 か ら、
EPA-E投 与時 の血漿 中 にお いては、EPA-Eや 遊 離脂肪 酸EPAと し
て アル ブ ミンと結 合 してい るの ではな く、主 と して リポ蛋 白を構成 す るTG
やPLの 構成 成分 とな るか、 も しくは コ レステ ロール エ ステル とな り、 アポ
蛋 白 とともに リボ蛋 白を構 成 して存 在す る ことが 明 らか とな った。
EPA-Eを 反 復投 与 した とき、組織 中 の濃度 は投与 回数 の増 加 とともに
上 昇 し、12回 投 与後 の組織 内濃 度 は単回投 与時 の3,2-40倍 に達 した。 し
か しなが ら、 投与 終 了後 の 各組織 か らの消失 半減 期 は脳 お よ び動脈 を 除 き単
回投与 時 と12回 投 与時 が ほぼ 同様で、 消失 半減 期 は反 復投 与 に よ りほ とん
ど影響 され ない ことが 明 らか とな った。 経 口投与 され た脂肪 、特 に長 鎖脂肪
酸 は主 と してTGと して皮 下、腹 腔 内お よび結合 組織 等 に貯 蔵脂 肪 として 蓄
積 され 、 その半減 期 は8日 と言 われて い る45)。第3章 で示す よ うに、14C-
EPA-E投 与時 、脂肪 におい ては主 と してTGと してEPA、DPAお よ
びDHAが 認 め られ、 放射 能の半 減期 も単 回投 与7.6および反 復投 与8.4日と
ほぼ 同様 であ った こ とか ら、長鎖 脂肪 酸で あ るEPA、DPAお よびDHA
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も体 内の 脂肪 の代謝 回転 に従 って消失 してい る もの と推察 され る。 また、 動
脈 に取 り込 まれ たEPAも し くは代謝 物の、 反復 投与 後の 消失半 減期が 長 い
とい う結 果は、 第5章 で 明 らか にす る動脈 の伸展 性低 下の抑 制作 用 と関 連 し
て興味 深 い。
反 復投 与 した とき、 血液 中濃度 は血 漿中濃度 に比べ 高 く、 特 に投 与後 の 消
失半 減期 は血 液が 著 明に長か った。 これ は赤 血球へ のEPAも しくは代 謝物
の取 り込 み を示唆 してお り、 赤血球 膜 リン脂質 にEPAが 取 りこ まれ る こ と
に よ り膜 の流 動性 が高 ま り、 赤血球 の変 形能 の充進 につ なが る46)と言われ て
い るこ ととも符合す る もので あ る。 また、 骨髄 へ もか な り高 い濃度 で移 行が
認め られ た。Iritaniら47)によ る と、 血小 板凝 集能抑 制作 用 はEPA-E投
与4週 間後 か ら認 め られ たの に対 し、赤血 球変 形能充 進作 用 は16週 間後 か
らで あ った。 この作 用発 現時期 の相違 の原 因 は明 らか で ないが、 骨髄 に おけ
る赤血 球 の新生 お よび ライ フサ イ クルを考 慮す ると、 赤血球 変形 能 の充進 作
用 発現 が血 液中 でEPAの 直接的 な赤 血球膜 へ の取 り込み に よるの みでな く、
骨 髄 におい て血球 が新 生 され る際 にEPAが 取 り込 まれ るため、 赤血球 の変
形 能充 進作 用発現 が遅 延す る と考 え る こと もで き、平 井 ら48)も同様 の推 測 を
して い る。
PL画 分 の分析 の結 果、EPAは 主 と してPCお よびPE画 分へ 取 り込 ま
れ る こと、 また、 第3章 で示 す よ うに、PLの β位 に選 択的 に結 合す る こ と
が 明 らか とな った。 さ らに、EPAはAAと β位 にお いて競合 す る47)ことに
よ りAAの カ スケ 一ードを阻害す る と言わ れ てい る。EPA-Eを 投 与 した ヒ
トにお いて は血小板 リン脂質 のPCお よびPE画 分 で はEPAの 著増 とAA
の 有意 な減少 が認 め られ た との報告 が ある49)。AAは主 としてPCお よびPE
画分 か ら遊 離 し、 シク ロオ キ シゲ ナ 一ーゼ系に よ り代 謝 され 、TXA2と な り血
小板 凝集 を惹起 す る50)ことが知 られ て いる。 したが って、 これ らの 画分 に取
り込 まれ たEPAがAAと 置換 し シク ロオキ シゲ ナーゼ系 に よ って代 謝 され
血小板 凝 集作用 のな いTXA3に な ることに よ って、EPA-Eの 血小 板凝 集
抑制作 用が 発現す る と考 え られ るこ とか ら、 本 研究 にお け る結果 は これを 支
持す る もの と推察 され る。
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第3章 ラッ トおよび家兎における代謝
第1節 序
EPA-Eは5、8、11、14お よび17位 に5個 の二 重 結合 を有す る炭 素数
20の 多価不 飽和 脂肪 酸の エ チル エステ ルであ る。第1章 お よび第2章 にお い
て明 らか に した よ うに、i4C-EPAEを ラ ッ トに投 与す る とき、 吸収 され
た放射 能 は リンパ を経 由 して体循 環 に移 行 したが 、 リンパ 中お よび血 中で は リ
ポ蛋 白画分 に、組織 中 では 主 と して トリグ リセ ライ ド(TG)も しくは リン脂
質 画分(PL)に 存 在 して いた。 しか しなが ら、 これ らの放 射 能 が 未 変 化 体
EPA-Eに 由来す るのか、 あ るいは代 謝物 に 由来す るのか は 明 らか に され て
い ない。 また、TGお よびPLと どの よ うな結 合 を してい るのか につ いて も不
明で ある。
一 方、 脂肪 酸の生 体 内に おけ る代 謝 につ いて は、 主 として β酸化 に よ る鎖 長
の短 縮化 と伸 長化 お よび不飽和 化が 知 られ てい るが 、EPAの よ うな多 価不 飽
和 脂肪酸 につ いて詳 細 な検討 を した報告 は少 ない。
そ こで本章 に おいて は、 組織 内 お よびinvitroにおけ るEPAの 代 謝物 の
構造 をHPLCお よびGCMSを 用い て検 討す る と ともに、 リンパ お よび 組
織 内に おけ る代謝物 の存在 様式 、TGお よびPL中 に おけ る結 合位 置 にうい て
検討 した。 また、invitroにお いて、鎖長 伸長 化 およ び不 飽和 化 によるEPA
か らのDPAお よびDHAの 生 成 につ い て も検討 した。 さ らに、高 コ レス テ ロ
ー ル食 で 飼育 した家 兎にEPA-Eを 投 与 した ときの血漿 お よび血小 板 中の濃
度 につ い て も検 討 した。
第2節 代謝 物の 構造
1)組 織 中代謝物
i4C-EPA-Eを 経 口投与 した ラ ッ トの肝 よ り抽 出 した放 射性物 質 を
TLCに 付 した と ころ、Fig.12に示す ように、 未変 化体EPA-Eは 全 く
検 出 されず、 主 と してTGお よびPL画 分 に放 射能が 認 め られ た。
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・-TG
(←-EPA-E)
←-FFA(←EPA)
・-DG
-MG
-PL
Fig.12RadioThinLayerChromatogramofTotalLipid
DerivedfromRatLiverafterOralAdministrationof:4C-
EPA-E
そ こで、 これ らの放射 性画 分の 脂肪酸 を メチ ル化後、radio-HP上Cに付
した と ころ、Fig.13に示 す ごと く、3つ の 明瞭 な ピー クが認 め られ、 これ
らの ピー クをP1、P2お よびP3と した。Pl、P2お よびP3の 保持 時間 は、
それ ぞれEPA、 炭 素鎖 の2個 伸長 した ドコサペ ンタエ ン酸(DPA)お よ
び さ らに不飽和 化 され た ドコサヘ キサ エ ン酸(DHA)の メチル エ ステル体
の それ と一致 した。
?
?
?
?
?
?
??
?
??
?
?
?
?
?
?
?
??
Pl
P2
P3
2040
Time(min)
Fig.13Radio-HighPerformanceLiquidChro-
matogramof14C-EPA・EMetabolitesForm-
edinRatLiverafterOralAdministrationof
且4C・EPA-E
そ こで、 これ らの ピー クに対応 す る放射 性画 分 を分 取 し、GC-MSに 付
した ところ、 それぞれEPA、DHAお よびDPAの メチル エ ステル体 と保
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Fig,14MassSpectraofPl(A)andEPAMethylester(B)
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Fig.15MassSpectraofP2(A)andDHAMethylester(B)
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持 時間が 一致 した。 さ らにF正9.14、15および16に 示 す よ うにマ ススペ ク
トル も一 致 し、 これ らの代謝 物 はそれぞれEPA、DHAお よびDPAと 同
定 され た。
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Fig、16MassSp㏄traofP3(A)andDPAMethylester(B)
これ らの成 績 よ り、経 口投 与 され たEPA-Eが 体 内 におい て加水 分解、
鎖長 伸長 化 お よび不飽和 化反 応を受 けて代謝物EPA、DPAお よびDHA
を生 成す る ことが 判明 した。
2)尿 お よび 糞中代 謝物
14C-EPA-E30mg/kgを 単 回投 与後24時 間以 内に 尿中 に排泄 され
た放射 能 は投 与量 の2.0%で あ り、HPLCで 検索 した結 果、EPA-E、
EPA、DPAお よびDHAは いずれ も認 め られ なか った。一 方、糞 中 には
投 与放射 能 の14.8%が排 泄 され、EPA-Eお よびEPAが それ ぞれ2.6お
よび7。8%認め られ たがDPAお よびDHAは 認 め られ なか った。第2章 で明
らか に した よ うに、 胆 汁中 には ほ とん ど排泄 され ない ことか ら、 糞中 に排泄
され たEPA-Eお よびEPAは 未吸収 の もので あ る ことが 判 明 した。
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第3節 代 謝物 の組織 内分布
1)単 回投与時 の代 謝物 の組織 内分 布
14C-EPA-E経 口投 与 後 の組 織 内 の代 謝 物 につい て測 定 した 結果 を
Fig.17に示す 。 リンパ、 血液 、肝、 脂肪 、 心、 脳、動脈 お よび血 小板 で は、
いず れ の測定 時間 におい て もEPA-Eは 認 め られなか った。
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投与 後9時 間 まで に得 られ た リンパ の総 脂質 中放射 能 はすべ てEPAに 由
来 し、EPA-Eお よ び他 の代 謝物 は認 め られ なか った ことか ら、 吸収過 程
に おいてす べて加 水分解 され る ことが 明 らか とな り、 また β酸 化 につい ては
不 明 であ る ものの 、鎖長 伸 長化 お よび不飽和 化 は生 じてい な い こと も明 らか
とな った。
投 与後1時 間の 血漿総 脂質 中 には、 リンパ と同様 にEPAの みが、 また9
時 間後 で は鎖長 伸長 化代 謝物DPAも 認 め られ たが、 不飽和 化代 謝物DHA
は見 られ なか った。24時 間後 で はEPAお よびDPAの 濃 度が低 下す る と
と もにDHAが 検 出 され た。 これ らの成 績 よ りEPAの 鎖 長 伸長化 および 不
飽和 化反応 は比 較的 緩徐 に進行 す る もの と考 え られ る。
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投与 後9時 間 の脳 では、DPAお よびDHAの 濃度 はEPAよ りも高 く、
24時 間 後 にはDPA濃 度が さ らrc高くな ると ともにEPAは 消 失 し、 血 漿
や 他 の組 織 と異 な る傾 向を示 した。 心 で はEPAお よびDPAは 検 出 され た
が 、DHAは 認 め られ なか った。 また、 肝 では、EPAお よびDPAの 濃度
は血漿 中濃度 の それぞ れ5.0および6.8倍を示 したが、DHAは 検 出 され なか
った。投 与24時 間後 、肝 で はEPA、DPAお よびDHAの 濃度 は高 く、 血
漿 中濃度 のそ れぞれ7.3、11.1および11.5倍を示 した。また、脂肪 ではDHA
は検 出 されな か ったが、EPAお よ びDPAの 濃 度 は肝va次いで 高か った。
2)反 復 投与 時の代 謝物 の組織 内分 布
つ ぎに反 復投 与時 の代 謝物 の組織 内濃度 を 測定 した結 果 をFig.18にま と
め た。
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血 漿総 脂質 中EPA濃 度 は単回投 与時 の1.4倍 とな ったの に対 しDPAお
よびDHAは 、4日 間投 与後 で1.9および3.6倍、12日 間投 与後 で3.6およ
び5.4倍とな った。12日 間 反復投 与後24時 間 で は、DPAの 濃 度 が最 も高
く、つ い でDHA、EPAの 順 で あ り、投 与後1週 間で は定 量 限界 以下で あ
ったが、DHA、DPAお よびEPAの 順 で あ った。
反復 投与 して も脳 にEPAは 検 出 されな か ったが、 一方、12日 間 投 与後
24時 間のDPAお よびDHAの 濃度 は、単 回投 与時 のそれ ぞれ6.3お よび
24.2倍に上 昇 し、投 与後1週 間 で もほぼ同 じ濃度 を示 した。
12日間反 復投 与 によ り心 のEPA濃 度 は4.4倍に上 昇 したが、DPAお よ
びDHAは14.3お よび64.6倍と高 い上昇 率 を示 した。12日 間反 復投 与後
1週 間 では、EPAは 約1/5の 濃 度 に低下 したが 、DPAお よびDHAは
1/2以 上の 濃度 を維 持 していた。
4日 間 反復投 与 に よ り肝 のEPA濃 度 は単 回投与 時 と比較 して変 化 しなか
ったが、DPAお よびDHAは27お よび4,0倍に上昇 し、12日 間反復投 与
に よりEPAは1.3倍 、DPAお よびDHAは3.8お よび7.5倍に上 昇 した。
反復 投与 に よ り脂肪 組織 中のEPAお よびDPAの 濃度 は上昇 し、DHAも
検 出 され た。4日 間投 与 でEPAお よびDPAの 濃度 は単 回投 与時 の5.1お
よび6.9倍を示 し、12日 間投 与で は16、5および24.5倍を示 した。12日 間
反 復投 与後1週 間で はEPA、DPAお よびDHAの 濃度 は いず れ も他 の組
織 よ り高 く、 またいずれ も24時 間 後の 濃度 の1/2以 上 を示 した。
12日 間反 復投 与後24時 間 の動脈 で はDPAの 濃 度が最 も高 く、 次い で
DHAお よびEPAの 順 で あ った。 血 小板 ではEPAお よびDPAの 濃度が
ほぼ 同様 でDHAの 濃度 は その約1/4で あ った。
これ らの成 績 よ り、第2章 で示 した14C-EPA-E反 復 投与 時に組 織 内
放射 能濃 度が 上昇 した原 因 は、 主 と して代謝物DPAお よびDHAの 濃 度上
昇 に よる こ とが 明 らか とな った。
第4節 トリグ リセ ライ ドおよ び リン脂 質 中代謝 物の結 合部 位
14C-EPA-Eを 投与 して得た ラ ッ トの胸 管 リンパ 液 よ り単離 した14C
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一EPA-TGを 、 α位 も し くは α'位で特 異的 に加 水分解 す る リパ ーゼ で処
理 しTLCに 付 した ところ、Table15に示す よ うに放射能 は遊 離脂肪 酸の画
分 に90.7%、モ ノグ リセ ライ ド画分 に8.8%認め られ、 肝 よ り得 たi4C-TG
の場合 に はそれ ぞれ86.6%および5.9%が認 め られ 、 リンパ およ び肝 いず れ
の場合 に もTGと の結 合 は主 と して グ リセ ライ ドの α位 も しくは α'位であ り、
β位 との結合 の割 合 は少 な い こ とが判 明 した。
TABLE15PercentofRadioactivityinEachFraction
onTLCafterHydrolysisofTGwithLipase
%ofradioactivityRecoverya)of
OriginSubjectradioactivity
TGFFADGMG(%)
LymphMateria1100.00.00.00.O
H.P.0.090.70.08.8983
LiverMateria194.93コ0.00.O
H,P.0.086、60.05.998」
H.P.:hydrolysisproduct,TG:triglicerides.FFA:rreefatty
acid.DG:山glycendes.MG:monoglycerides.のRecoveryof
radioactivityintheorganiclayeraf【erhydro旦ysisofTGwith
lipase,
また リンパ よ り得た14C-EPA-PLを 、 β位 を特 異的 に加 水分解 す る
ホ スフ ォ リパ ーゼA2で 処 理 しTLCに 付 した ところ、 遊 離脂肪 酸の画 分 に
94.3%の放射 能が 検 出され た。また、肝 よ り得 られたPEお よびPCの14C
-PLに つ いて も91.9%およ び95.5%が遊 離脂肪 酸 の画分 に見 られ、 リゾ
リン脂質 の画 分に は ま った く認め られな か った こ とか ら(Table16)、EPA
お よび代謝 物 の リン脂質 中で の結合 部位 は トリグ リセ ライ ドの場合 とは異な
り β位 で あ り、 α位 との結 合 はほ とん どない ことが 判 明 した。
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TABLE16PercentofRadioactivityinEach
FractiononTLCafterHydro置ysisof
PLwithPhospholipaseA2
%ofradioactivityRecovery"Pof
OriginPLSubjectradioactivity
FFAPLLysoPL{%)
LymphPLMateria1α0955
H.P.94.30.O
LIverPE*Material⑪.096.7
H.P.91.90.O
PC零Ma竃eria10.096.6
H.P.9550.0
0.0
0.O
O.0
0.0
2.5
0.0
97.9
99.3
99.5
FFA:freefattyacid・PL:phospholipids.PE‡:phosphatidyl-
ethanolamine{PE)-richPLPC*:phosphatidylcholine(PC)-rich
PLH.P.:hydrolysisproduct、a)RecoveryofradioactMtyin
theorganiclayerafterhydrolysisofPLwithphospholipaseAz.
第5節lnvitroに お け る代 謝
1)ミ トコン ドリアお よびペ ルオキ シゾームに おけ る β酸 化
14C-EPA-CoAを 基質 として ミ トコ ン ドリア画分 とイ ンキ ュベー トし
た とき、 添加 した放 射能 の14%がi4CO2と して検 出され た。 また、 有機 層
に抽 出 され た放 射性物 質 を メチル化後HPLCで 分 析 した ところ、Fig.19
に示す よ うに少 な くとも5種 類 のEPAよ り高極 性 の代謝 物M1～M5が 認
め られ た。
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Fig.19Radio-HighPerfbrmanceLiquidChro-
matogramofMethylesterofExtractafterIn-
cubationof14C-EPA-CoAwithRatLiver
Mitochondria
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これ らの代 謝物M1～M5はHPLCに おけ る保 持時 間 と脂肪酸 の鎖 長 お
よび不飽和 度 との関 係 によ り、 それ ぞれC1。:2、Cl2=3、C14:4、Cl6:4および
C、S:5と推 定 され た。 これ らの代謝 物 はいずれ もEPAが3酸 化 され る こ と
に よ り生 じる ことが 予想 され る もので あ り、 さ らにhydrogenation法に よ り
飽和脂 肪酸 に還 元後HPLCに 付 し標準試 料 と保持 時間 を比較 した ところ、
いずれ も対 応す る炭 素鎖長 の飽 和脂肪 酸 と保持 時 間が 一 致 し、 それ ぞれ上 述
の推定 構造 を 支持 した。 また、M2お よびM3に つ いて は、C12=3および
Cl4:4であ る ことがGC-MSに よ り同定 され た(Fig.20)。一 方、ペルオ
キ シゾーム とイ ンキ ュベ ー トした ときに も、 ミ トコン ドリア と同様 の代謝 物
が 検 出 され た(Fig。21)。
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Fig.21Radio・HighPerfbrmanceLiquid
ChromatogramofMethylesIerorExtractarter
Incubationofi4C・EPA・CoAwithRatLiver
Peroxisomes
14C-DPA・Kお よ び14C-DHA・Kを ペ ル オ キ シ ゾ ー ム を 含 む 粗 ミ
トコ ン ド リア画 分 と イ ンキ=ベ ー トした と き、Table17に 示 す よ うに添 加 し
た 放 射 能 の6、4お よ び6.5%が 亘4CO2と して 検 出 され 、71,4お よ び74.5%
が 有 機 層 に、14.4お よ び10.2%が 水 層 に 認 め られ た 。 また 、Fig.22か ら明
TABLE17PercentofRadioactMtyafterlncubationof、℃-EPA-CoA、!℃ ・DPA・Kand、 ℃-DHA・KwithRatMitochondria
andPeroxisomes
Substrate CO2 Aq.layer 0「呂.iayer
14C-EPA-CoA
14C-DPA・K
且℃-DHA・K
17.1±0.9
6.4±0.7
6.5±0.4
41.4=ヒ0.6
14.4±0.6
10.2±0.7
27.4±0、6
71.4ゴ=34
74.5±39
Eachvalueisthemean±S.E.oftレr㏄samples.
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らかな ようにi4C-DPA・Kを 基 質 と した とき、 β酸 化 代謝物 の1つ と し
て炭 素鎖 が2個 短縮 され たEPAが 認 め られ た。
以 上の 成績 よ り、 ミ トコ ン ドリァ も しくは ペル オキ シゾームに おいて β酸
化 によ りEPAが 炭 素数2個 単位 で鎖 長 の短縮化 を受 け、 ミ トコ ン ド リアで
は さ らにTCAサ イ クルに よ り最 終的 に炭酸 ガスを生 じる こと、 またEPA
の鎖長 伸長化 お よび不飽 和化 代謝物 で あ るDPAお よびDHAも 同様 に β酸
化 並び にTCAサ イ クルに よ り代 謝 され 、DPAの 場合 はEPAを 経 由す る
ことが 判明 した。
2)ミ クロゾー ムにお け る鎖長 伸長 化反応 および 不飽和 化反応
Table18に示す よ うに、14C-EPA・Kを 高炭 水化物 食 で飼育 した ラ ッ
トの ミク ロゾー ム画分 とイ ンキ ュベ ー トした とき、添 加 した放射 能 の19.4%
が鎖 長が2個 伸 長 したDPAと して、8.5%がDPAが さ らに不飽 和化 され た
DHAと して検 出 され 、EPAが ミクロゾー ムにお いて鎖 長伸長 化 および不
飽 和化 反応 を受 け る ことが 明 らか とな った。
TABLE18PercentofRadioactivityafterIncubation
of14C-EPA・Kor且4C・EPA-CoAwithRat
LiverMicrosomesorPeroxisomes
SubstrateCellorganelleEPADPADHAOther
罵4C-EPA・KMicrosomes60 ,019.48512」
+2.6+0.6+1,1+2,3
14C-EPA-CoAPeroxisomes4L419.6N.D.39.0
+5.2+1.8+3.5
ND.:notdetected、
3)ペ ル オ キ シ ゾ ー ム に お け る鎖 長 伸 長 化 反 応
malonyl-CoAをco-factorとして14C-EPA-CoAを ペ ル オ キ シ ゾ ー
ム と イ ンキ ュベ ー一トした と き、19.6%がDPAと して検 出 され 、EPAが ミ
ク ロ ゾ ー ム の み で な くペ ル オ キ シ ゾ ー ム に お い て も鎖 長 伸 長 化 反 応 を 受 け る
こ とが 明 らか と な った(Fig.23、Table18)。
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第6節 高 コ レス テ ロ ー ル 食 飼 育 家 兎 に お け る 血 漿 お よ び 血 小 板 中 の 代 謝 物 濃
度
血 漿 中 のEPA、DHAお よ び ア ラキ ド ン酸(AA)の 濃 度 は 普 通 食 で 飼
育 した コ レス テ ロ ー ル を 負 荷 して い な い ノー マ ル 群 で そ れ ぞ れ1.3、1,0およ
び13.4μg/lm1、12週 間 に わ た り1%コ レ ス テ ロ ー ル を 添 加 した 飼 料 で 飼 育
し た コ ン トロ 一ール 群 で そ れ ぞ れ16.O、15.2お よび205.9μg/1ml、1%コ レ
ス テ ロ ー ル 食 で 飼 育 す る と同 時 にEPA-E3mg/kg/dayを 投 与 した 群 で
そ れ ぞ れ18.0、15.2お よ び182.8/tg/m1、EPA-E30mg/kg/day投
与 群 で そ れ ぞ れ91.5、16,9お よ び185.7μg/in1であ り、 コ レス テm一 ル 負
荷 に よ り上 昇 したAA濃 度 はEPAE投 与 に よ り低 下 す る 傾 向 を 示 し、 一
方 、EPA濃 度 は コ レ ス テ ロ ー ル食 飼 育 群 に 比 し、3mg群 で は 変 化 が な か っ
た もの の 、30mg群 で は 約6倍 と有 意 に 上 昇 した 。
一 方 、 血 小 板5×108個 当 りのEPA、DHAお よ びAAの 濃 度 は、 ノ ー
マ ル 群 で そ れ ぞ れO.3、O.4お よ び8 .2μg、コ ン トロ ー ル 群 で そ れ ぞ れ0.3、
0.3およ び8.2μg、EPA-E3mg群 で そ れ ぞ れ0.3、0.4お よ び8.4μg、
EPA-E30mg群 で そ れ ぞ れ1.1、O.4お よ び7.1μgで あ り、AA濃 度 が 低
下 す る傾 向 を示 す と と も にEPA濃 度 も30mg群 で 約3倍 と 有 意 に 上 昇 した 。
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第7節 考 察
i4C-EPA-Eを 投 与 した ラ ッ トの リンパ 、血漿 、 心、 脳、脂 肪、 動脈
お よび血 小板 につ いてHPLCに よ る代 謝物 の検索 を行 った ところ、いず れ
の組 織 にお いて も同様 の ク ロマ トグ ラムを示 し、3種 の代謝 物の存 在が 確認
され た。 そ こで代 謝物 の含有 量の多 い肝 につ い て代謝物 の構 造を 検討 した。
14C-EPA-Eを 投 与 した ラ ッ トの肝 につ いて、 これ ら3種 の代謝 物 を
単 離 し構 造 を検討 した結 果、 脱 エチ ル体 で あ るEPA、 炭 素鎖 の2個 伸 長 し
たDPAお よびDPAに 不飽 和結合 の1個 増 加 したDHAが 同定 され た。 こ
れ ら3種 以外 の代 謝物 お よび未変 化体EPA-Eは 検 出 されなか った。 また、
これ らの代 謝物 は組織 中の主 と してPLも し くはTG中 に構 成脂 肪酸 と して
組 み込 まれ て お り、遊 離脂肪 酸 としては僅か で あ った。
EPA、DPAお よびDHAは いず れ も各 組織 に認 め られたが 、そ の存 在
様式 は組織 に よ って異 な ってい た。 脳 で は投 与後9時 間で 血漿 お よび他 の組
織 に は認 め られ ないDHAが 検 出 され、 脳 に おいて不飽 和 脂肪酸 の炭素 鎖伸
長 化反応 も認 め られ てい る51)ことか ら、他 の組織 で生 成 したDHAが 脳 へ 移
行 したの ではな く、脳 に おいてEPAか らDHAが 生 成 された と考 え られ る。
また、24時 間後 で は このDHAが 増 加す る一 方、EPAは 検 出されず、 この
DHAの 増 加 は反 復投 与で よ り顕 著 とな り、 前章 で示 したt4C-EPA-E
反 復投 与時 の脳 にお け る放射 能濃 度 の上昇 は主 と して このDHAの 増 加 に よ
るこ とが 明 らか とな った。 このDHAは 主 と して リン脂質 に分 布 し、 しか も
肝 や心 とは異 な りPE、PSお よびPC画 分 に取 り込 まれ 、経 時的 にPC画
分 へ の分 布率が 減少す る とと もにPEお よびPS画 分へ の分布 率が増 加 した。
この ことは、 ラ ッ ト脳 内に投 与 したDHAは 高率 に リン脂 質に取 り込 まれ52)、
脳 灰 白質 のPEお よびPS画 分 に集 中的 に分布 す る と言わ れ てい る53)ことと
も一致 した。
反復 投 与 した場 合、 動脈 お よび血小 板 に もEPAお よび代謝物 が認 め られ
た。 第5章 で 明 らか にす るEPAの 動 脈弾 性保 護作 用、血 小板 凝集抑 制作 用
や血栓 形 成抑制 作用 を考 え る とき、標 的組織 と考 え られ る これ らの組織 にお
け る取 り込 み は密接 な関連 が あ るこ とを示 唆 して お り、興 味深 い。
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TGの 部位別 脂肪 酸構成 に は位 置特 異性 が存 在 し、 ヒ トの場 合 には α位 も
し くは α'位には飽 和脂肪 酸が 多 く結 合 し、 β位 に は不 飽和 脂肪 酸が多 い と言
われ てい る54)が、体外 か ら投 与 され た特 定 の脂肪 酸がTGの どの部位 に結 合
す るか につ いて は検討 され てい ない。TGの α位 もし くは α'位を特異的 に加
水 分解 し得 る55-57)リパ ーゼ を用い る こ とに よ り、 リンパお よび肝 よ り抽 出 し
た14C-TGは 、 主 と して遊 離の放 射性 脂肪酸 を生 じた ことか らEPAも し
くは代謝物 はTGと は グ リセ ライ ドの α位 も しくは α'位に おいて結 合 してい
る ことが 明 らか とな った。 生体 内に おい てTGが 合成 され る経路 と して は、
L3一 グ リセ ロ ・リン酸 経路 とモ ノグ リセ ライ ド経 路が知 られ て い るが 、
消化管 か ら吸収 された脂 肪酸 がTGに 合成 され る経路 はモ ノグ リセ ライ ド経
路 と言 われ てお り、 体外 か ら投 与 され たEPAに つい て も この経路 でTGに
合成 され るもの と考 え られ る。 モ ノグ リセ ライ ド経 路 につい て は1一 モ ノグ
リセ ライ ドも し くは2一 モ ノグ リセ ライ ドを受 容体 とす る2つ の経 路が考 え
られ るが、EPAのTGと の結合 位置 を考 え る と、2一 モ ノグ リセ ライ ドを
受 容体 とす る経路 が主 た る経 路 と推察 され る。
脂肪 酸 は主 と して ミ トコ ン ドリァに おい て β酸 化に よ り代 謝 され る ことは
よ く知 られ てい るが 、近 年、長 鎖 脂肪酸 の代 謝 の場 と して ペル オキ シゾー ム
が注 目を浴 び、 例 えばパ ル ミチ ン酸 の30%58)、エル シン酸(C22:1)の50--
67%59)はペ ルオキ シゾームで酸化 され る と言わ れ てお り、長鎖 脂肪 酸で あ る
EPAに つ い て もペ ル オキ シゾー ムにお け る代謝 が予 想 され た ため、invitro
にお け る検 討を行 った。
1nvitroの実験 結 果 か ら、EPAの β酸化 は ミ トコ ン ドリァのみ な らず
ペ ルオキ シゾームに おいて も行な われ てい ることが 明 らか とな った。渡辺 ら60)
に よれ ば、 長鎖 脂肪 酸 はペ ルオキ シゾームに おい て β酸 化に よ り中鎖 の脂肪
酸 に まで炭 素鎖が 短縮 化 され た後、 ミ トコ ン ドリアに運 ばれ さ らに β酸化 に
よ って短縮 化 され る。 また、炭素 数24の 飽 和脂 肪酸 で ある リグノセ リン酸 は
ミ トコ ン ドリアでは ほ とん ど酸化 され るこ とな く、 主 と してペ ル オキ シゾー
ムで酸化 され る61)と言 われ てい る。 しか しなが ら、 各 オル ガ ネ ラに お け る
EPAの β酸化 比活 性 はほぼ 同様 であ った こと62}、またKuboら の報告 や63)、
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細 胞 内に おけ る存 在量 は約1:8で ミ トコ ン ドリアの方が 多い こと等 を考慮
す る と、EPAは 主 として ミ トコ ン ドリアで β酸 化 され、 ペ ルオキ シゾ ーム
の 寄与 は少 ない もの と推察 され る。 また炭素 鎖 の伸長化 反 応 および不飽 和化
反 応 は主 と して ミク ロゾームに おい て行 なわ れ るが 、伸 長 化反応 はペ ル オキ
シゾー ムにおい て も行 なわれ て い るこ とが 明 らか とな った。 特 にペ ルオキ シ
ゾ ームに おけ る鎖 長伸 長化反 応 のco-factorとしてacetyl-CoAが必 要
とされ てい るが、EPAに つ い てはacetyl-CoAのみで な くmalonyl-CoA
を 用い て も伸 長化 反応 が行 なわれ る こ とが 明 らか とな った。
以上述 べ て きた ようにEPA-Eの 吸収様 式、代 謝物 の構 造 および存在 形
式、 並 びにinvitroにおけ る代 謝様 式 等を 考 え合 わせ る と、Fig.24に示
す ような代謝 経路が 推定 され た。す な わち、EPAEは 小 腸に おい て加水
分解 を受 けたの ち、 小腸 上皮 細胞 内に おいてTGやPLの 構 成脂肪 酸 と して
取 り込 まれ、 つ いで アポ蛋 白 と結合 して リボ蛋 白 とな り、 リンパ お よび血 漿
を経 由 して各組 織 へ移行 後、肝 も し くは各 組織 の主 と して ミ トコ ン ドリアお
よびペ ル オキ シゾー ムにおい て β酸 化 を受 け、 ミ トコ ン ドリアで はacetyl-
CoAに代謝 され たのち、TCAサ イ クルに よ って炭 酸 ガ スおよび水 とな って
体 外に排 泄 され る。 一方 、一 部は ミク ロゾ ーム も しくはペ ルオキ シゾームに
お いて炭 素鎖 の伸長 化反 応 および不飽 和化 反応 に よ りDPAお よびDHAに
代謝 され る もの と考 え られ る。 また、代謝 物DPAやDHAも 最終 的 には、
β酸 化 に よ りEPAを 経 由 し、 さ らにTCAサ イ クルに よ り炭 酸 ガ スおよび
水 に代謝 され るもの と推 察 され る。 さ らに、極 め て一部 につ いて は シク ロオ
キ シゲ ナー ゼや リポキ シゲ ナーゼ の作用 を受 けて トロ ンボ キサ ンや プ ロ スタ
サ イ ク リンおよ び ロイ コ トリエ ン等 に変換 され る もの と考 え られ る。
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高 コ レステ ロール食 で12週 間 飼育 した家兎 にEPA-Eを 同時に投 与 し、
血 小板 中のEPA、DHAお よびAA濃 度 を測定 した ところ、AA、EPA
お よびDHAの 血 小板中 濃度 は コ レステ ロールを 負荷 して も変化 しなか った。
しか しなが ら、EPAE30mg/kg投 与群 に おい ては、EPA濃 度 の上 昇
が 認め られ、EPA濃 度 のAA濃 度 に対 す る比 も0.04から0.16に増 加 した。
EPAは △6も しくは△5一不飽和 化 酵素 活 性 を抑 制 す る64)ことに よ り、 リノ
ール酸か らのAAの 生合 成を抑 制 し65'66)、膜 脂質 のAA含 有量 が低 下す る と
も言われ てお り、AA濃 度 とEPA濃 度 を合 わせ た値 はほぼ一 定で あ る こ と
よ り、 血 小板 リン脂質 中 のAAがEPAに 置 き替わ った もの と推定 され る。
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第4章 エイコサペ ンタエ ン酸エチル および代謝物
の ラッ ト肝薬物代謝酵素系および脂肪酸代
謝酵素系に及ぼす影響
第1節 序
近 年、 ク ロフ ィブ レー ト等 の脂 質低下 薬 は ラ ッ ト肝 ペ ルオキ シゾームを増
加 させ、 その 脂肪 酸酸化 酵素 系の 活性 を上昇 させ ると言われ てい る67'68)。し
か も、 これ ら酵素 系の活 性上 昇 は ク ロフ ィブ レー トと構 造的 に何等 共通 性 の
な い脂 質低下 薬 に よ って も生 じる こ とも報告 され てい る69-71)。さ らに、肝 の
肥 大や肝 癌を 発生 させ る脂質 低下 薬 もあ りペル オキ シゾ ームの増 加 とこれ ら
肝肥 大や 肝癌 発生 とが関 連 してい る との報告 もみ られ る72-76)。
EPAEは 脂 質低下 作用 を有す る ことが 報告 され てお り15)、また既 に第
3章 で 明 らか に した よ うに、EPAは 主 と して肝 の ミ トコ ン ドリアお よび ペ
ルオ キ シゾーム におい て β酸 化に よ り鎖 長が短 縮 化 され 、最 終的 にはTCA
サ イ クルに よ って炭 酸 ガ スお よび水 に まで代 謝 され る。 それ と ともに、 ミク
ロゾ ームに おい て も鎖長 伸長化 お よび不飽 和 化 によ りDPAお よびDHAを
産生 し、 ペ ルオ キ シゾーム におい て も鎖 長 の伸長 化に よ りDPAを 生 じる。
従 って、EPAお よび代謝物 が これ らの画 分 にお ける代謝 酵素 系へ何 等か
の影 響 を及ぼす ことも予想 された。そ こで本 章で は ミクロゾームのcytochrome
P-450(Cyt.P-450)系、脂肪 酸 の鎖 長 伸長 化お よび 不飽 和化 酵素 系、
および ミ トコン ドリアお よびペル オキ シゾーム の β酸化 系へ 及ぼす 影響 を検
討 した。
第2節 ミ ク ロ ゾ ー ム 薬 物 代 謝 酵 素 系 に 及 ぼ す 影 響
EPA-E30mg/kgを 単 回 投 与 お よ び14日 間 反 復 投 与 し て も 、 ラ ッ ト
肝 ミ ク ロ ゾ ー ム のCyt.P-450量 、Cyt.b5量 、NADPHCyt.P-450
reductase活性 、NADHferricyanidereductase活 性 、aminopyrine-
Ndemethylase(AM-demethylase)活 性 、aniline-p-hydroxylase
(AN-hydroxylase)活 性 、UDP-glucuronosyltransferase活 性 、 ミ ク
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ロゾー ム蛋白量 は、Table19に示 すよ うに、いず れ も影響 されず、EPA-E
に はこれ ら酵素系 の阻 害作用 お よび誘導 作用 は認 め られなか った。 一方 、代
謝物DHA単 回投 与群 にお いて はAN-hydroxylase活性 の 有 意な 低下 が認
め られ た。 しか しなが ら、14日 間反復 投 与 して も、この活 性低 下 は増強 お よ
び減 弱 され ず、 また他の酵 素 につい ては単 回 お よび反 復投 与 いずれ につ いて
も影響 され なか った。
TABLE19EffectofEPA-EandDHAonRatHepaticMctabolism
Parameter No.ofanimal
Normal EPA-E
(S}
EPA.E
(P)
DHA
(s)
DHA
(P}
ObSeTvedvalue PercentagetoobservedΨalueofnermalrat
Liver/bodyweight
ProIeinconcentralion
Micro50ma【丘acliOn
Mi敦ochondria1丘action
PeToxiso皿alfraction
D田gmetabolizingenzym¢s
CytochromeP・450
Cytoehromeb・
NADPHcyto¢hromecreducIase
NADHferri¢yanidereductase
Anilinop・hydrOxy且ase
Ami且opyrineN・demethylase
UDP・gulcuronosyltransferaSe
β・Oxida喉ioninmitochondria
YieldofCO,
CPT
Peroxisomalenzymes
CAT
Ca1alase
FAOS
Ur飢eoxidase
Chaindongalionanddesaturation
l℃・EPA・CoAasasubstrat¢
Organic1ay¢「α,
YieldofDPA
Yieldofoメidationp【oducIs
RecoveryofEPA
14C・Palmitoyl-CoAasaSub5traτe
Otganiclaye【の
Yieldofhcxadecenoicacid
YieldofStearicacid
Recoveryofpalmiticacid
r・Linotenoyl{oAasasubslrate
OrBanic!ayer畠)
Yioldofeicosatrienoicacid
Yieldofpotarproducts
?
?
8
?
?
??
??
?
?
?
3,84±O.06(%〕
19.2±O.8(mg/g)
18.7=LO.8(mg/g)
2.3±O.2(mg〆9)
0、44±OO2(nmol!mg)
022±OO1(nmol/mg)
67・2±73(n血oUmin/mg}
5.31±033(nmol/mn/mg)
0.45±OO2(nmol/min～mg)
6.51±045{nmol/mn/mg)
7.06±034〔nmol/min/mg)
Is.9±L2(%)
14.8±0.8(nmo1/lnin/皿9)
5.42±0.71(nmol加in/mg)
221.8±26.7(mllmintmg)
10.7±0.7〔nm。1/min/mg}
4.77±154(nmo1/min/mg)
56.9±2.7(%)
8.7±0.6(%)
12.3=ヒ3.2(%)
33.8土3.0(%)
91.8±2,2〔%)
11.7±1.9(%}
19.0±1.9(%}
58.5=セ4.1(%)
18.2±1.0(%)
6.4±L7(%)
11.8±1.4(%)
99.7=ヒ1.7
101.6±5.7
111.3±8.1
101.8±8.3
10Z3±68
go9±45
1058±ll2
1096±64
956±44
1006±51
1010±75
94.6±10.9
97.2±7.3
159.4±30。5
go.9±6.8
85.O±3、7
87.4±19.2
99.O土5.8
110.4±11.1
103.3±19.4
100.8±9.5
99.5±2.9
79.8±7.6
92.4±6.8
103.8±4.1
99.2±9.7
132.7±25.0
77.2±8.1
100.4±1.3
9フ.9±5.2
104.0=ヒ8,5
98.1±5,5
977±45
864±45
961±121
1032±75
867±67
954±lo9
987±58
102.1=ヒ14.9
92,7==6.O
工16.0=±11』
113.O±16』
81、7±7.3
106.3±L6.6
106.1±4.7
110.2±2.2
141.3±14,6
95.5±6.6
104.1±L9
85.7±乱1
103.4±3.3
104.6±4.4
97.3±7.6
143、6土24.6
72.4±8.4
98,2=tl,7
10{i.8±5.2
107.1±7.9
96.5±7.9
1045145
955土45
942±95
1024±30
844±22b)
92s士57
999± ユ5
99.5±8.7
92.1=ヒ8.4
94.0±18.0
94.4±7.5
85.1±7.7
133、3±32.7
108,7±4.0
121.2±9.1
94.1±32.9
113.5±9.4
100.4±1.9
79、1±10.3
99.4±3.4
工Ol.2±2.9
97.7=ヒ7.3
143.3±19.2
65.9±11.4
98.0±1,7
101.0±2.1
107.5=t4,6
94.4ゴ=7.8
955士45
909±45
939±97
1053±75
867±22自)
877±43
1044±44
96.o±7.6
103,0±7,1
140.7±26.5
93.1±10.8
97.1±10,3
97.5士15.7
104.5=z3.8
119.9ゴ=6.2
98.0±13.5
109.6±6、4
99.1±4、2
80.6±15.2
9L3±5.0
103.2±6.ヨ
96.7土7.7
150.3±23.2
50.0±14.6N
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第3節 ミ トコ ン ド リア お よ び ペ ル オ キ シ ゾ ー ム β酸 化 系 に 及 ぼ す 影 響
EPA-E単 回 お よび 反 復 投 与 群 、DHA単 回 お よ び 反 復 投 与 群 の い ず れ
に お い て も、 ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ド リア の β 酸 化 お よ びTCAサ イ ク ル に よ る
代 謝 の 指 標 とな る14CO2産 生 量 、 ミ トコ ン ド リア の 律 速 酵 素 で あ るcarnitine
palmitoyltransferase(CPT)、ペ ル オ キ シ ゾ ー ム の 律 速 酵 素 で あ る
carnitineacetyltransferase(CAT)、catalase、 シア ン非 感 受 性 脂 肪
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酸酸化 系(FAOS)お よびurateoxldaseの各活 性 は、いず れ も対照群 と差
が認 め られ ず(Table19)、EPA-Eお よび代謝物DHAは これ ら ミ トコ
ン ドリアお よびペ ルオ キ シゾームの酵 素系 に影響 しない ことが 明 らか とな っ
た。
第4節 ミク ロゾーム脂 肪酸鎖 長伸 長化 およ び不飽 和化 酵素 系 に及 ぽす影 響
基 質 と して、 飽和 脂肪酸 で あ る16:0の14C一パ ル ミチ ン酸 を、不飽 和 脂
肪酸 と して18:3のr一 リノ レ ン酸 お よび14C-EPAを 用 いて鎖長 伸長 化
酵素 系お よび不 飽和 化酵素 系へ の影響 を検 討 し、 結 果をTable19に示 した。
14C-EPAを 基 質 とした場 合、有 機 層に抽 出 され た放 射能 の比率 、鎖 長
伸長 化に よ り生 じたi4C-DPAの 比率 お よびその 他の極 性代 謝物 の比率 は
EPA-Eお よびDHA単 回並 び に反 復投 与 して も対照群 と同様 で あ った。
i4C一パ ル ミチ ン酸を基 質 と した場 合 も、有機 層 に抽 出 され た放射 能 の比
率、 不飽和 化 に よ り生 じた14C一ヘキサ デセ ン酸、鎖 長伸 長化 に よ り生 じた
14C一ステ ア リン酸 の比率 は、 いず れ もEPA-Eお よびDHAを 単 回並 び
に反復 投与 して も対 照群 と同様 で あ った。
r一 リノ レン酸を 基質 とした場合、 有 機 層 に抽 出 され た 放 射 能 の 比率 は
EPA-Eお よびDHAの 投 与に よ り変動 しなか ったが、 鎖長 伸長化 に よ る
14C一エイ コサ トリエ ン酸 生 成率 はEPA-Eお よびDHAの 投与 に よ り増
加傾 向を、Fig.25に示 した極 性代 謝物 は減 少す る傾 向を示 し、特 にDHA
の反 復投与 に よ り極 性代謝 物 の生成 率 は有 意 に減少 した。
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Fig.25Radio・HPLCofMethylesterofExtract
afterIncubationofγ一Linolenoyl-CoAand14C・
Ma且onyl-CoAwithRatLiverMicrosomes
L1,polarproduct;L2,methyleicosatrienoate.
第5節 考 察
脂肪 酸 は主 と して ミ トコ ン ドリアにお いて β酸化 に よ り代謝 され、 さ らに
TCA回 路 に よ って最終 的 に水 お よび炭酸 ガ スに まで代謝 され て、体 外 に排
泄 され る。 しか しなが ら、近年 、 脂肪 酸、特 に長 鎖脂肪 酸 の代謝 の場 と して
ペル オキ シゾー ムが 注 目を浴 び、 β酸化 に重 要 な役 割 を果 た して い る との見
解 も見 られ る60)。脂 肪酸 は ミ トコ ン ドリアも し くはペル オ キ シゾー ムにお い
て β酸化 に よ り鎖長が 短縮 化 され る一 方、 ミクロゾー ムにお いて鎖 長伸長 化
お よび不 飽和 化 され る こと も知 られ て い る。
既 に第3章 にお いて、EPA-Eが ラ ッ ト体 内に おいて加 水分解 され た後、
ミ トコ ン ド リア も しくはペル オキ シゾ ームに おい て β酸化 に よ り鎖 長が 短縮
化 され る一一方、 ミク ロゾームに おい て鎖長伸 長 化お よび不飽 和 化に よりDPA
お よびDHAを 生 じ、 これ ら代謝 物 も また β酸化 に よ り代謝 され る ことを明
らか に した。 また、 これ ら代謝物 が比較 的長 時間、 肝 お よび脂肪 等 に リン脂
質 も しくは トリグ リセ ライ ドと して残存 す る こと も明 らかに した。 特 に リン
脂質 は ミク ロゾ ームや ミ トコ ン ドリア等 の膜 の重要 な構成 成分 で あ り、例 え
ば ミ トコ ン ドリアか ら脂質 を除 去す ると、 ミ トコ ン ド リアは呼 吸能 を失 い、
この失 活 した電子 伝達 能 を回復す るには リン脂質 が必 要で あ る と言わ れ てい
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る77)。これ らの ことよ り、EPAお よび代 謝物が 取 り込 まれ 、膜 の リン脂 質
を構 成す る脂肪酸 の組 成が 変化す るこ とに よ り膜 の性 質が変 化 し、 これ らオ
ル ガネ ラの機 能 に何 らか の影響 を及 ぼす 可 能性が 示唆 され た。 また、 リノー
ル酸や ア ラキ ドン酸 な どの多価 不飽和 脂肪 酸が脂 肪酸 の不飽 和化 を抑制 す る
との報 告 もみ られ る78)。そ こで、EPA-Eお よびDHA投 与 の各 オル ガ ネ
ラ蛋 白量 お よび酵 素活 性等 に及 ぼす影 響 につい て検討 した。
まず、 ミ トコン ドリアの脂肪 酸酸化 系へ の影響 につ い て検討 した ところ、
蛋 白量、 β酸化 の指標 とな る炭 酸 ガス産生 量 お よび ミ トコ ン ドリアにお け る
脂肪酸 酸化 の律速 酵 素で あ るCPT活 性 はEPA-Eお よ びDHA投 与 に よ
り変動 せず 、EPA-Eお よび代謝物 が ミ トコ ン ドリァの機 能 に ほ とん ど影
響 しない ことが 明 らか とな った。 また、 ペル オキ シゾームの脂 肪酸 酸化 系に
つい て もCAT、FAOS、catalaseお よびurateoxidase活性 および 蛋
白量 は変動 しなか った。第2章 に おいて 明 らか に した よ うに、EPA-Eの
代謝物EPA、DPAお よびDHAは 肝 にお いて は主 として膜 成分 で あ る リ
ン脂質 の ホス フ ァチ ジル コ リンお よび ホ スフ ァチ ジル エ タノール ア ミンに取
り込 まれ てい たが、 これ らオル ガネ ラに おけ る蛋 白合 成 に は影 響 しない もの
と推察 され た。
つ ぎに、 ミクロゾ ームの薬物 代謝 酵素 系、脂 肪酸鎖 長 伸長化 酵素 系 お よび
不飽 和化酵 素 系につ い て検討 した。 薬物代 謝酵 素系 はCyt.P-450、Cyt.b5、
NADHferricyanidereductaseおよびNADPHCyt.P-450reductase
な どのい くつ か の酵素 で構 成 され てい る複合 酵 素系 であ り79)、脂 肪酸 に対 し
ては その不飽 和 化80)やω酸化81)などに 関与 して い る。EPA-E投 与 に よ り
AN-hydroxylase活性 の低下 傾 向、DHA投 与 に よ り同酵素 の有意 な低下
お よびAMdemethylase活性 の低 下傾 向が 認 め られ た ものの、 他の 酵素 系
に つ いて はいずれ も有 意な 変動 は認め られ なか った。 ミク ロゾー ムの 薬物 代
謝 酵素 系 に対 しての誘導 剤 と して知 られて い る物 質 の多 くは、 ミク ロゾーム
自身 と結 合 して酸 化や抱 合反 応 を受 ける82)。それ に対 して、EPA-E投 与
後 の尿 中に は ミクロゾー ムで代謝 され て生 じた ω酸化体 や 水酸化 体 と思われ
る代謝物 は極 め て微量 しか認 め られ ず、 投与 したEPA-Eの 大 部分 はむ し
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ろ ミ トコ ン ドリアお よびペ ル オキ シゾ ームに おいて β酸化 に よ って代 謝 され
た。従 って、EPA-Eの 代謝 には ミク ロゾームの薬物 代謝 酵 素系の 関与 は
少 な く、 またEPA-Eが これ らの系へ 影響 す る こと も少 ない もの と推察 さ
れ る。
しか しなが ら、EPA-Eお よびDHA投 与 時に弱 いなが らもAN-hydroxylase
お よびAM-demethylase活性 の阻 害が認 め られ た。Cyt.P-450量、Cyt.
b5量 お よび フラ ビ ン酵 素活 性 に は変化が 見 られ ないに もかか わ らず、Cyt.
P-450系 の反応 で あ る水 酸化 お よび脱 メチ ル化活性 が低 下 した原 因 と して
つ ぎの2つ の こ とが考 え られ る。Cyt.P-450の分子 種の 多様性 につ い ては
既 に知 られ てい る83)ところであ り、本研 究 にお いて は総Cyt.P-450量を 測
定 してい るため、特 定 のCyt.P-450の増減 を見掛 け上 検 出で きて いない 可
能性 が あ る。 も う1つ は以下 の よ うに考 え られ る。す なわ ち、Cyt.P450
に お ける生体膜 の 重要性 は精製 酵 素を用 い た再 構成 実験 で示 され て お り84"87)、
また、食餌 中 の脂肪 を反映 して肝 の脂質 の構成 脂肪 酸が 変化 し、 それ ととも
に薬 物代謝 活性 も変 動す るこ とが 報 告 され てい る88"9。)。生 体膜 の疎水 性 お よ
び流 動性 はその構 成脂 肪酸 に よ り変化 す るが、 疎水性 は薬 物 の ミク ロゾー ム
へ の取 り込 みを左 右 し、 またそ の流動 性 は ミク ロゾー ムの 薬物 代謝酵 素群 の
リン脂 質膜上 で の 自由な拡散 運動 に影響 を与 え る85'90'91)ことを 考 え る と、
EPAが 取 り込 まれ る ことに よ り リン脂 質 の構 成 脂肪酸 が変 化 し、Cyt.P-
450系の酵 素活性 が変 化す ることも有 りうる もの と考 え られ る。
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第5章 エイコサペ ンタエン酸エチルおよび
代謝物の薬効
第1節 序
EPA-Eの 薬 理作 用にっ い ては、低 純度EPA-Eを 用 い て血 小板 凝集
へ の影 響等 を検討 した報 告 は多数 み られ るが92　94)、高純 度 のEPA-Eに っ
いてinvivoの系で薬理 作用 を検討 した例 は少ない15)。EPA-Eは 臨 床に
おいて もバ ー ジ ャー病 な どの 末梢循 環不全 の改善作 用が 認め られ てい る こと
か ら、 本章 では病 態動物 にお け る作 用 につ いて動脈 狭窄 エ ラジ ン酸 誘発血栓
モデル、 血管病 変が ヒ トのバ ー ジ ャー病 に類 似 してい る と言 われ ている95)ラ
ウ リン酸 誘発 末梢壊 疽 モデル に対す るEPA-Eお よび代 謝物 投与 の影響 、
動 脈硬 化 の モデル とな る高 コ レステ ロール食飼 育動 物へ の影響 を検討 した。
第2節 家兎 動脈 狭窄 エ ラジン酸誘 発血栓 モデル に及 ぼす 影 響
EPA-Eの 作 用
1)血 栓 形 成に及 ぼす 影響
対照家 兎群 で10例 中9例 に、狭 窄部位 に 血栓 形 成が認 め られ たが、Table
20か ら明 らか な ご とく、EPA-E30、100お よび300mg/kg投 与群 で
はそれぞ れ7例 中6例 、4例 お よび1例 しか 血栓 形成が 認 め られず、EPA-E
の 血栓 形 成抑 制作 用が 明 らか とな った。 また、EPAE投 与群 で血栓形 成
が 認め られ た例 の、 血栓 の長 さはそれぞ れ30mg/kg投 与群4.9±1.Omm
(6例)、100mg/kg投与群3.7+1.Omm(4例)および300mg/kg投 与
群2,6mm(1例)で あ り、 対照 群 の10.9±4、3mm(9例)よ り短 かい傾 向
に あ った。
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Table20E旺fectofEPA.Eonthrombusfor.
mationinducedbyellagicacidillthestenosed
femoralarteryofrabbits
ControI
EPA-E
Ticlopidinc
DoseIncidence
(mg/kg)
30
100
300
300
9/10
6/7
4/7
工/7**
0/7**
Length
(mm)
10.9±4.3
4.9±1.0
3,7±LO
2.6
Thromhuslengthvalueiscvaluatedfromrab.
bitformedthrombus.Signi丘cantdifferenccs
bytheX2-testrromthecontrolarcmarked
**;P<0 .Ol,
2)凝 固 ・線溶能 へ の影響
血液 カル シウム再加 凝固 時間 は エ ラジ ン酸投与5分 後 におい て、未 処置 群
19、1±2.3分に比 し、対照群 は12.8士O.7分と短 縮傾 向を示 したが、EPAE
群 で は18.6±1.4分と対 照群 に比 して有 意 に延長 し、 未処置 群 の値を維 持 し
ていた。 また、 エ ラジ ン酸投 与3時 間後 の血漿 カル シウム 再 加 凝 固 時 間 は
EPA-E300mg/kg投 与 に よ り対照 群 に比 し有 意 に延長 した(Fig.26)。
エ ラ ジン酸投 与3時 間 後の血 漿 フ ィブ リノーゲ ン量 は、 未処 置群 に比 し対
照群 お よびEPA-E群 でそれ ぞれ28%お よび24%減 少 した。24時 間後
に は対 照群 は未処 置群 の値 の197%に 増加 した のに対 し、EPA-E群 は164
%に とどま り、 対 照群 に比 し、有 意に低 値 を示 した。 また、 エ ラジ ン酸静 注
5分 お よび24時 間 後 の ユー グ ロブ リン画分 の線溶 活性 はEPA-E投 与 に
よ り増加 傾 向を示 した。
これ らの結果 か ら、EPA-Eは エ ラジ ン酸 投与 に よ る血液 凝 固時間 短縮
を抑制 す るこ とが 明 らか とな り、 また線溶 能 を高め るこ とが示 唆 された。
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Fig・26EffectofEPA-Eollpammctersofwholebloodthro皿boelastgram(TEG)
,plasma
rccalci丘cationtime,plasma飾rinogc[11evclandfibrinolyticactivltyofplasmaurglobrin
f・a・ti・ninr・bbi・ ・i・ .iec・・dwith・11・gi…id・f・ …t・ ・。・i・gth・f・m。 ・al・ ・te・y.
口 ・C・nt・ ・1・躍 ・EPA-E・ ・)R・a・ti・・tim・ ・b)C・ag・1・ti・ ・tim・,E・chp。i・trep・e・
scnt§themean±S.E,(11=4).Signi丘cantdifferencesbyStudc砒,st-testfromthatof
theuntreatedanimalsaremarkedl#P<0.05,##P〈0.01,###P<0.OOIandfromthatofthe
controlaremarked:*P<0.05,**P<0.Ol,respcctively.
代謝物の作用
血栓形成に及ぼす影響
代謝物の血栓形成に及ぼす影響を検討 した結果、対照家兎群で7例 中6例
に血栓形 成 が見 られ たが、EPA投 与 群で は7例 中2例 、DPAお よびDHA
投 与群 で はいずれ も7例 中3例 に しか 血栓形 成が 認め られず 、代 謝物 に も血
栓 形成抑 制作 用が あ る ことが 明 らか とな った(Table21)。血栓形 成 を認 め
た 例の血 栓 の長 さは、対 照群 が5.9±1.4mmであ った のに対 し、EPA群 で
は4.2mmと 短 か い傾 向に あ ったが、DPAお よびDI{A群 で はほぼ 同様 で
あ った 。
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TABLE21Ef「ectsofEPA・E,EPA,DPAandDHA
onThrombusFormatiQnintheStenosed
FemoralArteryofRabbitInduced
byEllagicAcid
DoseDrug
(mg/kg)P.o.
1ncidenceωThrombuslength
(mm)
Control
EPA・E
EPA
DPA
DHA
300
300
300
300
6/7
1/7わ1
2/7
3〃
3/7
5.9+L4
自
4.2
6.4+0.8
6.7モ0.3
のNo.ofrabbitswiththrombus/No.ofrabbitstested,
Thrombuslengthvalueisevaluatedfromrabbltswi山thrombus,
Significantdifferenceby疋2-testfromthecontrol,b)Pく0.05.
第3節 ラ ッ トラウ リン酸誘 発末 梢壊疽 モ デル に及ぼす 影響
Table22に示 す ように、 ラウ リン酸 を ラ ッ ト大腿動脈 内に投与 す る こ と
に よ り湿性 壊疽 は急 速に進 行 し、対照 群 では投 与5日 目には10例 中8例 が 病
巣が 下肢 に まで波及 した ス コアー-4の病変 を示 したが 、以 後10日 、15日 と
回復 傾 向が認 め られ、15日 で は スコァー4が2例 、病 巣が 足脈 に波 及 した ス
コアー3が7例 、指 のみに限 局 した スコァー2が1例 であ った。一方、EPA-E
100mg/kg投与群 で は5日 目で はスコアー4が5例 で あ ったが、15日 目で
は ス コアー4は 見 られず、 抑制 の傾 向が認 め られた。
乾 性壊 疽 につ いて は、対 照群 におい て5日 目に10例 ともス コァー2を 示 し
た ものが、10日 目に は10例 中4例 、15日 目に は10例 中6例 が ス コァ ー3
とな り、病 変は進 行 した。一 方、EPA-E群 におい て は、 そ の乾性壊 疽 は
30mg/kg/day投与 の10日 、15日 で有 意 に抑 制 され、 スコア ー0の ラ ッ
トが3例 認 め られ た。
これ らの 成績 よ り、EPA-Eは 血管 病 変が ヒ トに 類似 して い る と言われ
るラ ッ トにお ける末 梢湿性壊 疽 を抑制す る傾 向お よび乾性壊 疽 を抑制 す る作
用 の あ る ことが 判明 した。
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T・b1・22Efflect。fd・ilytreatm・ntwi・hEPA-E。 ・p・ ・gressi…f1。u,at,.i。d。 、,dva,c。1ar
lesionsinrats
Gradeofdisease
DoseDays1)
(mg/kg)
0
Gangrene
1234
Mummification
Ol234
Controt
「
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
】
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
EPA-E
51
1010
15
5
3010
15
8
8
2
24
214
8N.S.
1N.S,
1N.S.
?
?
?
?
?
?
N.S.
N.S.
N.S.
EPA・E
7N.S.
3N。S.
2N,S.
315
36
351
N.S。
P<0.05
P<O.05
EPA-E 100
?
?
?
?
?
?
?
?
?
5N.S,
6N.S.
15N.S.
44
215
242
N.S.
P<O.05
N.S.
Ticlopidine 30
?
?
?
?
?
?
?
?
?
15N.S.
6N.S.
51N.S.
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
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第4節 高 コ レステ ロール食 飼育 家兎 に及ぼす 影響
1)胸 部 大動脈 伸展性 に及 ぼす 影響
1%コ レステ ロール食 で飼 育 した対 照群 家兎 の摘 出胸部 大動脈 の 内圧上 昇
に要す る緩衝 液 の液 量は、 普通 食群 のそれ よ り著 しく少 な く、 コレ ステ ロー
ル負荷 の影響 が認 め られた。 一 方、1%コ レステ ロール食 で飼 育す る と同時
にEPA-E3mg/kg/dayを 投 与 した群 の 内圧 上昇 に要 した液 量 は、 対照
群 の値 とほ ぼ同様 で あ ったが 、EPAE30mg/kg/day群 の値 は有 意 に
多 く、 普通食 群 の値 とほぼ 同様 であ り、EPA-E投 与 が コ レステ ロール 負
荷 に よる動脈 の伸展 性 の低下 を抑 制す る こ とが判 明 した(Fig.27)。
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Fig.27Relationshipbetweeninnervolume
andinnerpressureofaortain1%cholesterol-
fedrabbits.1)Vo:InnervolumeatOmmHg,
mean±S.E.Vo=0」5±0.01(Norma1),0.14±
0.01(Control),0.15±0.Ol(EPA-E3mg/kg)
andO。15±0.01ml(EPA・E30mg!kg).Each
pointrepresentsthemean±S.E.Significant
differencesfromthenorma1,byStudent,s
t-test,aremarked:##P<O.Ol,###P〈0.001and
thatfromthecontrolaremarked=**P<0.OI,
***P〈0.OOI.
2)大 動 脈 の生 化学 的組 成 に及 ぼす 影響
普通食 群 に比 し、 コ レステ ロールを 負荷 した対照 群 のエ ラスチ ン画分 中 カ
ル シウム量 並びに 血管 内、中膜 画分 お よび エ ラスチ ン画分 中 コ レステ ロール
量 は胸部 大動脈 におい て高値 を示 したが 、EPA-E30mg/kg/day投 与
に よ り、 これ らの値 は対 照群 に比 し、低 下傾 向 を示 した。
一60一
第5節 考 察
EPA-Eは その 血小板 凝集 に対す る作 用や 血液 流体 力学的 作用 か ら、 血
栓 性 閉塞 を伴 う慢性 動脈閉 塞症 や四肢 動脈 硬化 症 に奏効す る と推定 され てい
る96'97)。本章 ではEPA--Eお よび代謝物 の家 兎大 動脈狭 窄 エ ラジ ン酸誘 発
血栓 モデ ルお よび ラ ッ トラウ リン酸誘 発 末梢壊 疽 モデル に及ぼす 影響 につ い
て検討 す る と ともに 高 コ レステ ロール食 飼育家 兎の血 管系 に及 ぼすEPA-E
の影響 並 びに作用 機序 につ い て検 討 した。
大腿 動脈狭 窄家 兎 にエ ラジ ン酸 を投 与 して得 られ る血栓 モ デルに おい て、
EPA-Eは24時 間後 の狭 窄部 で の血栓 形 成 を有 意に抑制 した。 そ こで、
本 実験 モ デルに おけ るEPA-Eお よび代謝 物 の作用機 序 につ き、 検 討を加
えた。 対照群 に おいて は、 エ ラ ジン酸投 与5分 後 に全血 凝 固時間 お よび血漿
カル シウム再 加凝 固時 間の著 明な短 縮が 認 め られ 、3時 間後 に は全 血 凝固時
間 はむ しろ軽 度延 長 した。 また、血 漿 フ ィブ リノーゲ ン量 はエ ラ ジ ン酸 投与
24時 間 後に おい てのみ 有意 に上昇 した。 一一方、EPA-E投 与群 に おい て
は、 エ ラジ ン酸投与5分 後 に み られ た全血 凝 固能 の充進 が ほ とん ど認 め られ
ず 、3時 間後 の血漿 カル シウム再加 凝固時 間 に有 意の延長 が認 め られ、また、
24時 間 後 の血 漿 フ ィプ リノーゲ ン量 の上 昇が 有意 に抑制 され た。 さ らに エ
ラ ジン酸投 与後 の線溶 活性 は増加 傾 向を示 した。 また、Barcelliら98)はヒト
にEPA19%お よびDHA125%を 含む 魚油 を2週 間投 与す ることに よ り、
血 中 の プ ラス ミノーゲ ンア クチベー ター(PA)の 増 加、PAイ ン ヒビターお
よび α2一プラス ミンイ ンヒビターの減 少を認 め、 ω一3系 脂肪酸 に よ って線
溶 活性が 高 まる ことを 報告 して い る。
一一般 に血栓 形成 の過程 につ い ては 内皮 の障 害が生 じ、 血 小板が 活性 化 され
て粘着、 凝集す る ことに よ って血栓 が形 成 され るため、 凝 固系の 活性化 に よ
る フ ィブ リンの析 出は二 次的 に生 じ る と言われ て お り99)、エ ラジ ン酸誘 発血
栓 家 兎で も大腿 部 を狭 窄す る ことに よ り狭窄部 近傍 の 内皮 が 損傷 を受 け、損
傷部位 へ の血小 板 の粘着、 凝 集が起 こ ってい るこ とが推測 され る。 しか し、
前川 らtO。)は大腿 動脈 の狭 窄 のみ では血栓 形成 は生 じに く く、 エ ラジ ン酸を
投与 した際 に見 られ る血栓 は エ ラジ ン酸投 与 に反 応 した血 液凝 固系 の充進 に
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基 づ くもので あ る ことを推定 して い る。 これ らの ことは内皮損 傷 お よび血小
板 凝集、 粘着 を引金 とす る血栓 形成 過程 と同様 に凝 固系 の活性 化 を引金 とす
る血栓 形成 過程 の重 要性 を示 した もの と思 われ る。
したが って、 本研究 に おい ては エ ラジ ン酸誘 発血栓 モデルにおいてEPA-
Eは エ ラジ ン酸静 注5分 後 の凝固 系の 充進 に対 し抑制 作用並 び に線溶能 の充
進 を示 して お り、EPA-Eは エ ラジ ン酸静 注初 期の凝 固、 線溶 系のバ ラ ン
スの乱れ を改善 す る こ とに よ り狭窄 部 での血栓 形成 を抑制 してい る もの と推
察 され る。
これ まで、EPA-Eを 連続投 与す る ことに よ り、 赤血 球変 形能 お よび血
液 粘度 の改 善96)あるいは血 小板凝 集 の抑制93'97)が報告 され てい るが 、本 モデ
ルに おい てEPA-Eを 一 回投与 した ことに よ って は これ らの測 定値 に著変
はな く、EPA-Eの 本モ デルへ の奏効 機序 と して これ らの報告 に ある作用
が 寄与 して い る可能 性 は少 ない と考 え られた。
DPA群 およびDHA群 の血 栓形 成率が 対照 群 より低 下 した こ とはDPA
群 につい ての詳 細 は不 明で ある ものの、DHAの 血 小板凝 集抑 制作 用 あ るい
は 出血 時 間延長作 用 な どが 報告 され てい る1。1-103)ことよ り、DHA群 で の血
栓 形成 率低 下は おそ ら くこれ らの作用 に よる もの と推 察 され る。
ラウ リン酸誘 発 壊疽 モ デルに おい てEPA-E投 与 に よ り下肢乾 性壊 疽 の
有 意な抑 制 お よび湿 性壊 疽 の軽 度 な抑制 が認 め られ た。Ashidaら95》は本病
態 モ デルの病態 の進 行に血 小板 と ともに凝固 ・線溶 系の 関与 を示唆 して お り、
EPA-Eの 奏 効機序 に 前述の 凝固、 線溶 系の バ ラ ンスの改善 作用が 推察 さ
れ る。 また、EPA-Eの 連続投 与 に よ って は血小板 凝集抑 制93'9ηや 血液粘
度 低下96)が生 じる との 報告 もあ り、 これ らの作用 も寄 与す る と考 え られ よ う。
さ らにShoreandAlpers104)およびAshidaら95)は、 ラウ リン酸に よる直
接的 な血 管 内皮の損 傷 もこの病 態 の起 因 の一つ に考 え てお り、EPA-Eに
よる血 管 内皮細 胞 にお け るPGI,産 生 の促進 作用 も考 慮すべ きか もしれない。
つ ぎに、 高 コ レステ ロール食 飼育 に よる家兎 の胸部 大動脈 伸 展性 お よびそ
れ に対 す るEPA-E投 与 の効果 を摘 出血管 に注 入す る緩衝 液 と内圧 の変 化
を観察す る ことに よ り検討 した。 高 コ レステ ロール食 に よ り12週 間 飼育 し
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た家兎 の胸 部大動 脈標 本で は、 同一 液 量注 入に よ る内圧 上昇 が普 通食群 に比
し大 き く、血 管壁 の伸 展性が 低下 してい る ことが 明 らか とな った。 しか し、
胸 部大 動脈 の生化 学的 検索 におい て は著 しい変動 は認 め られ ず、病 理組 織学
的 検索 に おいて は コ レス テ ロール食 飼 育に よ り明 らか な内膜 の肥厚 とそれ に
伴 う軽度 の脂 質沈 着が認 め られ るのみ で あ った こ とか ら、本 研究 にお け る高
脂血 症 モ デルでの 動脈弾 性の低 下が 内膜 の肥厚 と ともに進展 す る1。5)ことを
示唆 してい る と思 われ た。EPA-E投 与 に よ りこの伸 展性 の低下 は著 明に
抑制 され、 普 通食 飼育家 兎に おけ る圧 力曲線 に まで回復 させ た。 これ らの成
績 よ り、EPA-Eが 高 コ レス テ ロー ル食 飼 育家兎 の血管 弾性低 下 に保護 的
な作用 を示 す ことが 判 明 した。既 に 第3章 に おい て、14C-EPA-E投 与
時にEPA、DPAお よびDHAが 動脈 に取 り込 まれ る ことを明 らかに して
お り、EPAお よび代 謝物 が取 り込 まれ る こ とに よ り膜 の 流 動 性 が 変 化 す
る106)ことも推 測 され 、血管 弾性 低下 の保 護作用 を考 え る上で興 味深 い。 ま
た、胸部 大動 脈 エ ラスチ ン中の コ レステ ロール お よび カル シウム沈着 の元進
はEPA-E投 与 に よ り抑制 され る傾 向を示 した。 したが って、 コ レステ ロ
ール食飼 育家 兎 の胸部 大動脈 の伸 展性 の低下 は、血 管へ の コレステ ロールの
蓄積 、 エ ラス チ ンへの カル シウムの沈着 な どに起 因す る107・108)可能 性が 示唆
され た。 これ らの抑 制作 用 も血管 弾性低 下保 護作用 の一 部 に寄与 して い る も
の と推察 され た。
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結 弘薗冊
多価 不飽 和脂 肪酸 で あるEPA-Eお よび代 謝物 の体 内動態 お よび薬 効 にっ
い て詳細 に検討 し、 以 下の 結論 を得 た。
14C-EPA-Eを ラ ッ トに投 与 し、 消化 管か らの吸収 につ い て検討 した と
ころ、 胃か らの吸収 は ほ とん どな く、 主 として小 腸 よ り吸収 され た。 また、小
腸 か らの吸 収 に際 して、 共存脂 肪酸 の影 響が ない こと、 乳 濁粒 子径が 吸収 速度
お よび吸収 率 に影 響 し、 特 に乳 濁粒 子径が 小 さい ほ ど吸収速 度が速 くな る こと、
胆 汁が 吸収 を促進 す る こと も明 らか とな った。
吸収時 も し くは吸収後 加水 分解 され、EPAと して トリグ リセ ライ ドに組 み
込 まれ た後、 主 としてカイ ロ ミク ロ ンと して リンパ系 を経 由 して体 循環 に移行
し、 門脈 系か らは ほ とん ど移行 しなか った。 リンパ中 に おい ては主 として トリ
グ リセ ライ ドと して、 血中 に おい ては トリグ リセ ライ ドお よび リン脂 質 として
リボ蛋 白を構成 し、組織 に移行後 は各組織 に特 異的 に トリグ リセ ライ ドも し く
は リン脂質 と して長期 間貯 留す るこ とが 明 らか とな った。 また、血栓 形 成抑 制
作用 および血 小板 凝集抑 制作 用 の標的組織 と考 え られ る動 脈 お よび血 小板 に も
貯 留が 認 め られた。 反復投 与 後の 各組織 か らの 消失半 減期 を単 回投 与 時 の半 減
期 と比 較 した結 果、 半減期 に大 きな相違 は な く、 長期 間投 与 して もEPAの 動
態 が大 き く変動 しな い ことが 明 らか とな った。
リパ ー ゼお よび ホス フ ォ リパ ー ゼA2を用 い る こ とに よ りEPAお よび代謝 物
が トリグ リセ ライ ドとは α位 も し くは α'位で、 リン脂 質 とは β位 で結 合 して
い る こ とも判 明 した。
肝 に おけ る代 謝物 を検索 した結果 、脱 エチル化 体 であ るEPA、 炭 素鎖 長 の
2個 伸 長 した ドコサ ペ ンタ エ ン酸(DPA)、 さ らに 不飽和 化 され た ドコサ ヘ
キサ エ ン酸(DHA)が 同定 され たが、 他の組 織 にお い て もこれ らの代 謝物 の
み で、 他の代 謝物 も しくは未変 化体 は認 め られ なか った。
組織 に移行 したEPAお よ び代謝物 は、肝 あるい は各組 織の ミ トコ ン ド リア
お よび ペル オキ シゾー ムに おい て主 に β酸化 に よ り代 謝 され、 最 終的 に水 お よ
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び炭 酸 ガ ス とな って体 外 に排 泄 され るが、一 部 は ミクロゾ ーム も し くは ペル オ
キ シゾーム におい て鎖 長伸長 化 お よび 不飽和 化 に よ り代謝 物DPAお よびDHA
を生成 す る。 これ らの代謝 物 もまた β酸 化 に よ り同様 の代謝 を受 け る。
EPA-Eお よ び代 謝物DHAは 、 肝 ミク ロゾー ムの薬物 代謝酵 素系、 脂 肪
酸 代謝 酵素系 、EPAの β酸化 に関与 す る ミ トコ ン ドリアお よび ペル オキ シゾ
ー ムの脂 肪酸 酸化酵 素 系、 代謝 物DPAお よびDHAの 生 成 に関与 す る鎖 長伸
長化 酵素 系 お よび 不飽和 化酵 素系 にほ とん ど影響 を及 ぼ さない こと も明 らか と
な った。
最後 にEPA-Eお よび代 謝物 の薬理 作用 を検 討 した結果、EPA-Eお よ
び代謝 物が 家兎 の動脈 狭窄 エ ラジ ン酸 誘発 血栓 の形 成を抑 制す る こと、EPA
-Eは 血液 凝固 を抑制 し、 線 溶能 を高め る こと、 また ラ ッ トの ラ ウ リン酸誘 発
末梢 壊疽 を抑制 す る こ と、 お よび コ レステ ロール負荷 に よ り生 じた 家兎大 動脈
の伸 展性 低下 を抑制 す る こ とが判 明 した。
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実 験 の 部
第1章 第2節 、 第3節 、 第2章 第2節 付 属 実 験
〔実 験 材 料 〕
1.EPA-Eお よ びi4C標 識EPA-E
EPA-Eは 日本 水 産(株)よ り供 与 され た もの で、 オ ク タ デ カ テ トラ エ
ン酸(18:4、1.7%)、 エ イ コサ テ トラエ ン酸(20:4 、 ω一3、2.2%お よ び
20:4、 ω一6、4.7%)を 不 純 物 と して 含 む 純 度90.5%の 標 品 お よび これ ら
の 不純 物 以 外 に さ らに18:1、5.1%お よ び20:1、4.5%を 含 む純 度70 .9%
の 標 品 を 使 用 した 。 な お これ らの 標 品 に は い ず れ も抗 酸 化 剤 と し てO .2%の
Tocopherolが含 まれ て い る。 〔U一4C〕 シ スー5、8、11、14、17一 エ イ
コサ ペ ン タ エ ン酸 エ チ ル エ ス テ ル(14C-EPA-E)は14Cでuniformlabel
した もの で(第 一 化 学 薬 品)、 比 放 射 能463.4mCi/mmole、 放 射 化 学 的 純
度 は97%以 上 で あ った 。
2.試 薬
14%三 フ ソ化 ホ ウ素 ・メ タ ノ ー ル は 和 光 純 薬 ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー用 、
メ タ ノ ー ル 、 ク ロ ロホ ル ム 、 ヘ キ サ ン、 ベ ンゼ ン、 キ シ レ ンお よ び2、6一
ジ ーtert一 ブ チ ル ー4一 メ チ ル フ ェ ノ ー ル(BHT)は 和 光 純 薬 特 級 、 ドコ
サ ト リエ ン酸 メ チ ル(DTAMe)はSerdaryResearchLaboratoriesInc.を
使 用 した 。
3.実 験 動 物 お よ び 薬 物 投 与
Wistar系雄 ラ ッ トお よ び雄 ビー グル 犬(静 岡 県 実 験 動 物 農 業 協 同 組 合)を
1群3匹 と して 使 用 し た。
14C-EPA-EにEPA -Eを 加 え て 所 定 の 比 放 射 能 と した 後 、5%ア
ラ ビ ア ゴ ム 水 溶 液 に 乳 濁 し、 ゾ ンデ も し く は カ テ ー テ ル を 用 い て ラ ッ トまた
は イ ヌの 胃 内 に 投 与 し た。 単 回 投 与 で は 一 夜 絶 食 後 、 ラ ッ トに30～1000
mg/50～100μCi/3ml/kg、 イ ヌ に30mg/10μCi/3m1/kgを 投 与 し、 投
与6時 間 後 よ り給 餌 した 。 反 復 投 与 で は 絶 食 せ ず 、 毎 日一 回 、 所 定 時 刻 に30
mg/20あ る い は50μCi/3ml/kgを投 与 した。
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〔実験 方法 〕
1.血 中 濃度 の測定
ラ ッ トで は頸静脈 よ り、 イヌで は僥 側 静脈 よ り経 時的 に ヘパ リン処理 した
注射 筒 を用い て採血 し、 血液 お よび遠 心分 離 して血 漿 を得た。
2.リ ンパ 中濃度 の測定
工一 テル麻 酔下 、常 法 に従 って ラ ッ トの 胸管 にポ リエチ レンチ ューブ(PE
-50、ClayAdams)を挿 入 し、 術後24時 問 ボ ールマ ンケ ー ジ中 で飼育 後、
14C-EPA-Eを 投 与 し、 経時的 に リンパ お よび血液 を採 取 した。
3.胃 お よび腸管 吸収 率 の測定
工一 テル麻酔 下、 開腹 した ラ ット幽 門部 と、これ よ り20cm下 部の空 腸部
を結紮 し、 この腸 管 内 も し くは胃 内に14C-EPA-Eを 投 与後、 閉腹 した。
頸 静脈 よ り経 時的 に採血 す ると ともに、 投与24時 間後 に結紮 腸管 を摘 出 し、
腸 管お よび腸 管 内に残存 す る放 射 能を 測定 した。 また、 胃内投与 につ い ては
投 与3時 間後 に 胃を摘 出 し、 胃、 胃内 容物 お よび血 漿 につ いて放射 能 を測定
す る とと もに代 謝物 の分 析を行 った。
4.吸 収 に及 ぼす胆 汁 の影響
工一テ ル麻 酔下 、 ラ ッ トの総胆 管 に ポ リエチ レンチ ューブ(PE-50 、Clay
Adams)を挿 入 し、麻酔 覚醒 後、14C-EPA-Eを 投与 した。 胆汁 を経 時
的 に採取す る とと もに採血 して放射 能を 測定 した。 また、 総 胆管 カ ニ ュレー
シ ・ンを施 した ラ ット(A)および(B}を作 製 し、 さ らに ラ ッ ト(A)のカニ ュー レを
ラ ット(B)の十 二指 腸 内に挿 入 して、 ラ ット〔A)の胆 汁が ラ ッ ト〔B)の十二 指腸 内
に持続的 に流 入す るよ うに処 置 した後、 ラ ッ ト〔B}にi4CEPA--Eを 投 与
し、 ラ ッ ト(B}の胆汁 お よび血 液を採 取 して放 射能 を測定 した。
5.吸 収 に及 ぼす乳 濁 液粒子 径 の影響
14C-EPA -Eを ア ラビア ゴム水 溶液 に添 加 し、 ポル テ ックス ミキサ ー
もし くは ソニケ ー ターを用 いて乳 濁液 を調 製 した。 ボル テ ックス ミキサ ーを
用 いて 調製 した乳 濁液 の粒子 径 は1.0μm〈φ〈2.5μmであ り、 ソニ ケー ター
を用 い て調製 した場 合 はφ〈1.0μmであ った。 これ らの乳濁 液 を ラ ッ トに経
口投 与 し、 血漿 中 の放射能 を測定 した。
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6.吸 収に及 ぼす 共存 脂肪酸 の影 響
純 度90.5%および70.9%のEPA-Eを100mg/kg経 口投 与 した ラ ッ ト
よ り所定 の時間 に採血 し、 血漿 を分 離 した。つ いで、 小沢 らの方法1・9)を一
部 改 良 した 方法 に従 って血漿 を処 理 し、DTAMeを 内部 標準 と して後述 の
ガ スク ロマ トグ ラフ ィーに よ りEPAを 定量 した。
7.組 織 内濃度 の測定
ラ ッ トに14C-EPA-Eを 単 回 も し くは反 復 投与後 、 所定の 時間 に頸動
脈 切 断 に よ り放 血屠 殺 し、 各組 織 を摘 出 した。 また、 皇4C-EPA-Eを ラ
ッ トに12日 間 反復投 与 し、最 終投 与後24時 間 に頸静 脈 よ り3.8%クエ ン
酸 ナ トリウム水 溶液 を含む シ リンジを用 いて採血 し、 得 られ た α38%ク エン
酸血 を遠 心分 離 して洗 浄血 小板 を得 た。 また、採 血後、 頸 動脈 切断 に よ り放
血屠 殺 し、大 動脈 を摘 出 した。
8.尿 、糞 お よび呼気 中排 泄率 の測定
14C-EPA-Eを 投与 した ラ ッ トを密 閉型 代謝 ケ ー ジ内で飼育 し、 自然
排 泄 された尿 お よび糞 を分別 採取 した。 また、 ケ ー ジ内に ソー ダ石灰 を通 し
た 空気 を灌 流 し、排 気 をモ ノエタ ノール ア ミンも し くは水酸 化バ リウム水溶
液 に通 して呼 気中 の放射 能を捕 集 した。 イ ヌにつ いて も同様 に代謝 ケ ー ジ内
で飼 育 し、 尿 お よび糞を分 別採 取 した。
9.胆 汁 中排 泄率 の測定
総 胆 管 カ ニー ユレー シ ・ンを施 した ラ ッ ト〔A)および{B)を作 製 し、 さ らに ラ ッ
ト(A)のカニ ュー レを ラ ッ ト旧}の十二指 腸 内に挿 入 して、 ラ ット〔A}の胆汁 が ラ
ット{B)の十 二 指腸 内に持 続的 に流入 す る よ うに処置 した後、 ラ ッ ト旧)に14C
-EPA-Eを 投与 し、 ラ ット{B)の胆汁 を採取 した。
10.全身 オー トラジオ グラ フ ィー
i4C-EPA -Eを 投与 した ラ ッ トを エー テル麻酔 下で 一70℃ の ドライア
イス/ヘ キ サ ンで凍 結 死 させ 、 ク ライオ ミクロ トー ム(PMV、450MP)を
用 いて35μmの 全 身切 片 を作製 した。乾燥 後、室温 で30も しくは50日 間、
X線 フ ィルム(フ ジ、 工業 用lx150)と 密着 させ全 身 オ 一ートラジオ グ ラム
(WARG)を 得 た。
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11.放 射 能 の 測 定
組 織 、 血 液 、 糞 お よ び 乳 塊 につ い て は室 温 で一 夜 乾 燥 後 、試 料 燃 料 装 置(ア
ロ カ、ASC-113)を 用 い て燃 焼 し、 シ ンチ レ ー タ ー(NEN 、Oxiprep皿、
Oxisorb)に溶 解 して 液 体 シ ンチ レー シ ョン シス テ ム(ア ロ カ、LSC-703)
に よ り測 定 した 。そ の 他 の 試 料 に つ い て は 直接 シンチ レータ 一ー(NEN、Aquazo1皿)
を 加 え て 測 定 す るか 、 ま た は後 述 のradio-HPLCに よ り測 定 した。 な お 、
投 与 したi4C-EPA-Eの 比 放 射 能 よ り測 定 値 をEPA-Eに 換 算 し濃 度
を μgeq./ml(9)として 、 分 布 率 お よ び 排 泄 率 を%ofdoseと して 、 そ れ ぞ
れ 表 示 した 。
12.ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィー
FID-4C型 水 素 炎 イ オ ン化 検 出 器 を 装 着 したGC-4CM型 ガ ス ク ロ
マ トグ ラ フ(島 津 製 作 所)を 使 用 した 。 カ ラ ム は 高級 脂 肪 酸 メ チ ル エ ス テ ル
用WCOT型 フ レ キ シ ブ ル フ ユー ズ ド シ リカ キ ャ ピ ラ リー カ ラム(ク ロマ ト
パ ッキ ング セ ンタ ー、Thermon-3000A、O.24mm×50m)を 用 い た 。 オ
ー ブ ン温 度 は150～220℃(4℃/min)の 昇 温 、 キ ャ リヤ ー ガ ス に はN2
(0.75m1/min)、ス プ リ ッ ト比 は130:1、 イ ン ジ ェク シ ョ ンポ ー ト温 度 は
220℃ と した 。
第2章 第3節 付 属実験
〔実 験材 料 〕
1.標 識化合 物
第1章 第2節 、 第3節 、 第2章 第2節 付 属実 験の項 に記 載 した もの と同様
であ る。
2.実 験動 物
Wistar系雄 ラ ッ トお よび雄 ビー グル犬(静 岡県実験 動物 農業 協 同組合)を
1群3匹 と して使 用 した。
〔実験 方法 〕
1,試 料採 取
リンパ の採 取 は第1章 第2節 、第3節 、 第2章 第2節 付属 実験 の項 に記載
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した 方 法 と 同様 で あ る。 血 漿 お よ び組 織 の 採 取 は 以 下 の よ うに して 行 った 。
14C-EPA-Eを ラ ッ トお よ び イ ヌ に投 与 し
、 頸 静 脈 も し くは僥 側 静 脈 よ
り採 血 し、 血 漿 を 得 た 。 ラ ッ トに つ い て は放 血 屠 殺 後 、 脳 、 肝 お よ び 脂 肪 を
採 取 した。 ま た、12日 間 反 復 投 与 した ラ ッ トか ら3.8%ク エ ン酸 ナ ト リウム 水
溶 液 を 含 む 注 射 器 で 採 血 し、 血 小 板 を 得 た。 さ らに 屠 殺 後 、 動 脈 を 採 取 した。
2リ ボ 蛋 白 の 分 画
リ ンパ お よ び 血漿 の リボ 蛋 白の 分 取 は、Hatchら11。)の超 遠 心 分 離 法 に 従 っ
て 実 施 し、 リンパ で は キ ロ ミク ロ ン(d〈0.93)、超 低 比 重 リボ 蛋 白(VLDL、
O.93〈d〈1.01)およ びd>1.01の3分 画 、血 漿 で は キ ロ ミク ロ ン、VLDL、
低 比 重 リポ 蛋 白(LDL、1.01〈d〈1.03)、 高 比 重 リボ 蛋 白(HDL、1.08
〈d〈1.15)お よびd>1.15の5分 画 を 採 取 した 。
3脂 質 の 抽 出
総 脂 質 の 抽 出 はF・lch法111)に準 じて 実 施 した 。 脂 質 の 酸 化 を 防 止 す る た め
に 、 抽 出 溶 媒 は0.2%の2、6一 ジーtert.一ブ チ ル ー4一 メ チ ル フ ェノ ー ル
(BHT)を 含 む 溶 媒 を 使 用 し、 操 作 は 遮 光 下 、40℃ 以 下 で 行 った 。 ま た、
溶 媒 の 除 去 は 窒 素 気 流 下 で 行 い、 脂 質 の 保 存 は 窒 素 置 換 した 容 器 中 、-20℃
以 下 で 行 った 。
4.脂 質 分 析
14C-EPA-Eを 投 与 した ラ ッ トの 各 組 織 よ り抽 出 した 総 脂 質 を 後 述 の
TLCに 付 し、 コ レス テ ロー ル エ ス テ ル 、 ト リグ リセ ラ イ ド、 ジ グ リセ ラ イ
ド、 モ ノ グ リセ ライ ド、 遊 離 脂 肪 酸 お よ び リン脂 質 を 分 離 した 。 オ ー トラ ジ
オ グ ラ フ ィー に よ り放 射 能 を 有 す る 画 分 を 確 認 す る と と も に、 標 準 物 質(コ
レス テ ロー ル エ ス テ ル:ド コサ ヘ キ サ エ ン酸 コ レス テ ロー ル エ ス テ ル 、 ト リ
グ リしセ ラ イ ドお よ び ジ グ リセ ライ ド:天 然 ト リグ リセ ラ イ ドお よび ジ グ リセ
ライ ド、 モ ノ グ リセ ライ ド:モ ノ リノ レ イ ン、 遊 離 脂 肪 酸:ド コサ ヘ キ サ エ
ン酸 、 リ ン脂 質:ホ ス フ ァチ ジ ル コ リン)と のRf値 の 比 較 お よ び 脂 質 定 性
試 薬(コ レス テ ロー ル:Zlatkis試薬 、 ト リグ リセ ラ イ ド:ANS試 薬 、 リン
脂 質:Ditter-Lester試薬)に よ って 脂 質 を 同定 した 。 肝 お よ び 脳 に つ い て は、
さ らに 総 脂 質 をTLCに 付 し、 オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー お よ び リン脂 質 定 性
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試 薬 に よ って リ ン脂 質 亜 画 分 を 確 認 した 。 各 脂 質 をTLCの シ リカ ゲ ル よ り
抽 出 し、 放 射 能 を 測 定 した 。
5,薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー(TLC)
Silicagel60F254(E.Merck)を担 体 と し、 次 の 展 開 溶 媒 を 用 い た 。即 ち、
放 射 化 学 的 純 度 の 検 定 に は ク ロ ロ ホ ル ム を、 脂 質 の 同 定 に は 石 油 工 一 テ ル:
エ チ ル エ ー テ ル:酢 酸(82:18:1)を 用 い 、 ま た 、 リン脂 質 亜 画 分 の 同定 に
は ク ロ ロ ホ ル ム:メ タ ノ ー ル:ア セ トン:酢 酸:水(50:10:20=10:5)
お よ び ク ロ ロ ホ ル ム:メ タ ノ ー ル:28%ア ンモ ニ ア水(65:35:5)を 用 い
る2次 元 展 開 法 に よ り行 った。
第3章 第2節 、 第3節 、 第4節 付 属 実 験
〔実 験 材 料 〕
1.標 識 化 合 物
14C-EPA-Eは 第1章 第2節 、 第3節 、 第2章 第2節 付 属 実 験 の項 に
記 載 した も の と同 様 で あ る 。i4C-EPAは14C-EPA-Eを 加 水 分 解 す
る こ と に よ り得 た 。14C-EPACoenzymeA-thioester(14C-EPA-
CoA)は14C-EPAEを 加 水 分 解 後 、Seubertの方 法112)に従 って 合 成 し、
マ ス スペ ク トル(FAB-MS)に よ り構 造 を 確 認 した 。14C-EPAカ リ
ウ ム塩(14C-EPA・K)は14CEPA-Eを 水 酸 化 カ リウ ム の エ タ ノ
ー ル 溶 液 で加 水 分 解 して 合 成 した。14C-DPAお よ び14C一 ドコサ ヘ キ サ
エ ン酸(14C-DHA)は14C-EPA-Eを 投 与 した ラ ッ トの 組 織 よ り抽
出後 、 メ チ ル エ ス テ ル 誘 導 体 と してradio-HP丑Cに よ り精 製 し、 カ リウ ム
塩 と して 使 用 した 。
2.実 験 動 物 お よ び 薬 物 投 与
第1章 第2節 、 第3節 、 第2章 第2節 付 属 実 験 の 項 に記 載 した 方 法 と 同 様
で あ る。
3.使 用 薬 剤 お よ び 試 薬
EPA-Eお よ び ドコ サ ペ ンタ エ ン酸 エ チ ル エ ス テ ル(DPAE)は 日本
水 産(株)よ り供 与 され た 。DHAお よ び そ の メ チ ル エ ス テ ル(DHAMe)、
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AAの メチ ル エ ス テル(AAMe)、 ドコサ ト リエ ン酸 メ チル エ ス テル(DTAMe) 、
ホ ス フ ァチ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン、 ホ ス フ ァチ ジ ル コ リ ン、 ホ ス フ ァチ ジ ル
セ リン、 ホ ス フ ァチ ジ ル イ ノ シ トー ル 、 モ ノ グ リセ ラ イ ド、 ジ グ リセ ライ ド
お よ び ト リグ リセ ライ ドはSerdaryResearchLaboratorieslnc.よ り、 ドコサ
ヘ キ サ エ ン酸 コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル はNu-Chek-Prep.Inc.より、9一 ア ン
ス リル ジ ア ゾ メ タ ン(ADAM)は フ ナ コ シ薬 品(株) 、 ウ シ血 清 ア ル ブ ミ
ン(BSA)はMilesLab。ratoriesInc。よ り、そ れ ぞ れ 購 入 した 。 そ の他 の 試
薬 は 和 光 純 薬(株)よ り購 入 した 。
〔実 験 方 法 〕
1.組 織 中 代 謝 物 の 検 索
14C-EPA-Eを 投 与 し た ラ ッ トの 肝 よ り抽 出 した 総 脂 質 の 構 成 脂 肪 酸
を 、radio-HPLCに 付 し、 放 射 性 画 分 を 単 離 精 製 した 。 そ れ ぞ れ の 画 分 に
含 ま れ る放 射 性 代 謝 物 を、 後 述 の ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー 一 マ ス ス ペ ク トロ メ
ト リー に付 し、 標 準 品 との 保 持 時 間 お よ び マ ス ス ペ ク トル を比 較 す る こ とに
よ り構 造 を 検 討 した 。
2.尿 中 お よ び 糞 中 代 謝 物 の 検 索 お よ び 定 量
14C-EPA-Eを 投 与 した ラ ッ トの24時 間 尿 を 凍 結 乾 燥 後
、 残 渣 を メ
タ ノ ー ル に 溶 解 し、 不 溶 物 を 遠 心 分 離 して 除 い た の ち 、 乾 固 した。 さ らに 残
渣 を エ タ ノ ー ル に 溶 解 して 一20℃ で 一 夜 放 置 後 、不 溶 物 を遠 心 分 離 して 除 去
し、 そ の ま ま も し くは メ チ ル 化 後 、radio-HPLCに 付 し、 代 謝 物 の 検 索 を
行 った。 ま た 、 糞 はn一 ヘ キ サ ン お よ び ク ロ ロ ホ ル ム/メ タ ノー ル(2:1)
で 抽 出後 、radio-HPLCに よ り分 析 した 。
3.脂 質 構 成 脂 肪 酸 の 分 析
14C-EPA-Eを 投 与 した ラ ッ トの 各 組 織 よ り抽 出 し た総 脂 質 の 放 射 性
構 成 脂 肪 酸 を 、 メ チ ル エ ス テ ル 誘 導 体 と し、radio-HPLCに よ り分 析 した。
各 放 射 性 脂 肪 酸 の 濃 度 は、radio-HPLCの 各 ピ ー クの 面 積 比 を 各 組 織 内 放
射 能 濃 度 に乗 じ て 算 出 し た。
4.ラ ジ オ 高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー(radio-HPLC)
エ ル マ 光 学ERC-8710型 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ、 検 出 器:ア ロ カ
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RLC-551型 ラ ジオ ァ ナ ラ イ ザ ー、 日本 分 光RID-300型 高 感 度 示 差 屈
折 計 お よ びFP-210型 蛍 光 分 光 光 度 計 を 用 い 、 以 下 の 条 件 で 測 定 した 。 カ
ラ ム:ERC-ODS-1171、 溶 離 液=ア セ トニ ト リル:水(9=1)ま た は
メ タ ノ ー ル:水(97:3)、 流 速:O.5mレ/minま た はO、1mレ 壬nin、お よ び カ
ラ ム:ERC-silica-1292、 溶 離 液:ク ロ ロ ホ ル ム:メ タ ノ ー ル:酢 酸
(50:10:1)も し くは(200:10:2)、 流 速:O.1ml〆min。
5.ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー 一 マ ス ス ペ ク トロメ トリー(GC-MS)
マ ス スペ ク トル はHP5890型 ガ ス ク ロマ トグ ラ フお よびJMA-DA5500
型 デ ー タ 処 理 装 置 を 装 着 した 日本 電 子JMX-DX303型 ガ ス ク ロ マ トグ ラ
フ質 量 分 析 計 を 用 い 、 電 子 衝 撃 法 に よ り以 下 の 条 件 で 測 定 した 。 カ ラ ム:ヒ
ュー レ ッ トパ ッカ ー ドウ ル トラ#2(フ ユー ズ ドシ リカ、50m×0.2mm)、
カ ラム 温 度=200℃ 、 キ ャ リァ ー ガ ス:ヘ リウ ム(1ml/min)、 イ オ ン化 電
圧:23eV、 イ オ ン化 電 流:300ptA、 イ オ ン化 室 温 度:200℃ 、 セ パ レ ー
タ ー 温 度:250℃ 。
第3章 第5節 付 属 実 験
〔実 験 材 料 〕
1.試 薬
EPA-Eお よ び14CEPA-Eは 第1章 第2節 、 第3節 、 第2章 第2
節 付 属 実 験 の項 に 記 載 した もの と同 様 で あ る。14CEPA-CoAお よ び
14C-EPAカ リウ ム塩(14C --EPA・K)は 第3章 第2節 、 第3節 、 第4
節 付 属 実 験 の項 に 記 載 した も の と 同 様 で あ る。CoenzymeA(CoA-SH)は
コ ー ジ ン(株)、NADHお よ びNADPHはBoehringerManheim,Malonyl
CoenzymeA(malonyl-CoA)、ATPおよ び1-carnitinehydrochlorideは
SigmaChemicalsCo.より購 入 した 。
2.動 物
Wistar系雄 ラ ッ ト(静 岡 県 実 験 動 物 農 業 協 同組 合 、6週 齢)を 魚 粉 抜 き
F-1飼 料(船 橋 農 場)で2週 間 予 備 飼 育 後 、 実 験 に 供 した 。 な お 、 ミク ロ
ゾ ー ム を 用 い た 実 験 に お い て は 予 備 飼 育 後 、 さ らに 高 炭 水 化 物 食 で 飼 育 した。
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〔実 験 方 法 〕
1ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ド リア画 分 、 ペ ル オ キ シ ゾ ー ム 画 分 お よ び ミク ロゾ ー ム
画 分 の 調 製
ラ ッ ト肝 粗 ミ トコ ン ド リア画 分 は 小 田 の 方 法113)に従 って 調 製 した 。 ミク ロ
ゾ ー ム 画 分 は肝 ホ モ ジ ネ ー トの90009上 清 を1050009で 遠 心 分 離 して
調 製 した 。 蛋 白量 はBSAを 対 照 に してLowry法1!4)によ り定 量 した 。
2精 製 ミ トコ ン ド リァ、 ペ ル オ キ シゾ ー ム お よ び ミ ク ロ ゾ ー ム画 分 の 調 製
小 田113)およ びKφlvrraandGregersen115)の方 法 に 準 じ て 以 下 の よ うに 行
った 。 ラ ッ ト肝 ホ モ ジ ネ ー トを50gで7分 遠 心 後 、上 清 を0 .35Mのsucr。se
層 の 上 に積 層 し、700gで10分 遠 心 して 血 球 を 除 去 した 。 つ い で 上 層 を
5300910分 遠 心 し て 粗 ミ トコ ン ド リアお よ び ペ ル オ キ シ ゾ ー ム 画 分 を 得
た 。 この 画 分 を37.5%percol/sucroseに積 層 し、 ア ン グル ロー タ ー に よ り
32500gで30分 遠 心 し、精 製 ミ トコ ン ド リア お よ び ペ ル オ キ シ ゾ ー ム画 分
を 得 た。 これ らの 画 分 は0.3Mmannitolを含 む10mMリ ン酸 カ リウ ム 緩 衝
液(pH7.4)に 懸 濁 し、cytochromeCoxidase,urateoxidaseおよ びcatalase
活 性 を 測 定 す る こ とに よ り確 認 後 、 使 用 し た。5300g上 清 を8500gで10
分 さ ら に遠 心 し、 そ の 上 清 を105000gで60分 遠 心 して ミ ク ロ ゾ ー ム 画 分
を 得 た 。
3.14C-EPA-CoA、14C-DPA・Kお よ びi4C-DHA・Kの ミ トコ ン
ド リア お よ び ペ ル オ キ シ ゾ ー ム に お け る β酸 化
〔粗 ミ トコ ン ド リァ画 分 に よ る β酸 化 反 応 〕
モ ノ エ タ ノ ー ル ア ミンを い れ た 容 器 を 接 続 した反 応 容 器 中 で 、 以 下 に 示 す
条 件 で 行 った。 反 応 終 了 後 、 生 成 した ア セ ト酢 酸 を塩 酸 で 分 解 し、 発 生 した
14CO2をモ ノエ タ ノ ー ル ア ミンで 捕 集 す る と と も に反 応 液 を ク ロ ロ ホ ル ム/
メ タ ノ ー ル(2:1)で 抽 出 し、 水 層 お よ び 有 機 層 の 放 射 能 も 合 わ せ て 測 定 し
た 。14C-EPA-CoAお よ びi4C-DPA・Kを 基 質 と した 場 合 は 有 機 層 に
含 まれ る代 謝 物 を9一 ア ン ス リル メ チ ル エ ス テ ル 誘 導 体 も し くは メ チ ル エ ス
テ ル 誘 導 体 と し、radio-HPI、Cに よ り分 析 した。
14C-EPA-CoAを 基 質 と した 場 合:14C-EPA-CoA47 .5nmol,
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1-carnitinehydrochloride1.54μmol、ミ トコ ン ド リア 画 分(蛋 白 量 と して
20mg)、mannitolO.3molを含 む リ ン酸 カ リウ ム 緩 衝 液193μmol(pH
7.4)、全 量2ml、 イ ンキ ュベ ー シ ョ ン37℃ 、30分 。
14C-DPA・Kお よ びi4C-DHA・Kを 基 質 と した 場 合=14C-DPA・K
また は14C-DHA・Kい ず れ も60nmo1、MgCl210μm。1、ATP10μm。1、
CoA-SH3.5μmol、 ミ トコ ン ド リア 画 分(蛋 白 量 と して20mg)、 リン酸 カ
リウ ム緩 衝 液200μmol、 全 量2m1、 イ ンキ ュベ ー シ ョン37℃ 、30分 。
〔精 製 ミ トコ ン ド リァ お よ び ペ ル オ キ シ ゾ ー ム に よ る β酸 化 反 応 〕
ミ トコ ン ド リア 画分(蛋 白量 と して10mgも し く は20mg)、14CEPA
-CoA115nmo1、1-carnitinθhydrochloride、1.5μmol、シ コ.ウ酸1.0μmo1、
0.3Mmannitolを含 む10mMリ ン酸 カ リウ ム緩 衝 液(pH7.4)、 全 量2mlも
し くは ペ ル オ キ シ ゾ ー ム 画 分(蛋 白 量 と して10mgも し くは20mg)、14C-
EPA-CoA115nmol、0.3Mmannitolを 含 む10mMリ ン酸 カ リウ ム 緩 衝
液(pH7.4)、 全 量2m1を 、02mlのHiamin10Xで 湿 らせ た 炉 紙 片(1.6
×6cm)を 吊 した キ ュベ ソ ト内 で37℃ 、30分 、 イ ン キ ュベ ー シ ・ ン後 、
O.1NH2SO40.1m1を 加 え、 さ らに30分 イ ンキ ュベ ー シ ョ ン後 、 炉 紙 の
放 射 能 を 測 定 した 。
ま た 、 別 に 反 応 させ た 溶 液 に つ い て 、4MNaOH溶 液0.25mlお よ び メ
タ ノ ー一ル5mlに よ り鹸 化 後 、9MHCIO.25mlで 酸 性 と し、 ク ロ ロ ホ ル ム
で 抽 出 した 。 メ チ ル 化 後radio-HPLCに 付 し代 謝 物 の 分 析 を 行 った。
4.i4C-EPA・Kの ミク ロ ゾ ー ム 画 分 に お け る鎖 長 伸 長 化 反 応 お よ び 不 飽
和 化 反 応
14C-EPA・Kを ミク ロゾ ー ム 画 分 と以 下 に 示 す 条 件 で イ ンキ ュベ ー ト
し た 後 、 水 酸 化 ナ ト リウム/メ タ ノ ー ル で 加 水 分 解 した 。 塩 酸 を 加 え て酸 性
に した 後 、 ク ロ ロ ホ ル ム/メ タ ノ ー ル(2:1)で 抽 出 し、 メ チ ル エ ス テ ル 誘
導 体 と してradio-HPLCに よ り分 析 した。
i4C-EPA・KIOOnmol 、MgC1210,Ltrnol、ATP10μmo1、NADH
2μmol、NADPH2μmol、CoA-SHO.3μmol、malonyl-CoA1μmo1、
ミク ロ ゾ ー ム 画 分(蛋 白 量 と して10mg)、0.1Mリ ン 酸 カ リウム 緩 衝 液
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(pH7.4)全 量1.5m1、 イ ンキ ュベ ー シ ・ ン37℃ 、6分 。
5.i4C-EPA-CoAの ペ ル オ キ シゾ ー ム に お け る鎖 長 伸 長 化 反 応
14C-EPA-CoA100nmol 、 ペ ル オ キ シゾ ー ム画 分(蛋 白量 と して10mg)、
NADPH2μmol、NADH2μmol、malonyl-CoA1μmol 、0.3MmannitoI
を 含 む10mMリ ン酸 カ リウム 緩 衝 液(pH7.4)、 全 量1.5ml。37℃ 、6分 イ
ンキ ュベ ー シ ・ン後 、 前 述 の 方 法 と 同 様 に 処 理 しradio-HP五Cに 付 した 。
第3章 第6節 付 属実 験
〔実験材 料 〕
動 物
家 兎 は 日本 白色種(コ ク シジウム フ リー、船 橋農場)を 使用 した。 家兎 に
はEPA-Eを5%ア ラビァゴ ム水 溶液 に乳濁 し、1日1回 経 口投与 した。
なお、 実験期 間 中は100g/dayの制 限給 餌 と した。
〔実験方 法 〕
家 兎血 漿 お よび血小板 中EPA、AAお よびDHAの 定量
12週 間にわ た り家兎用 固形 飼料RC-4(オ リエ ンタル酵母)で 飼 育 し
た家兎(ノ ーマル群)、1%コ レス テ ロール を含 む 餌 で 飼 育 した家 兎(コ
ン トロール群)、1%コ レス テ ロー ルを含 む餌 で飼 育す る と同時にEPA-E
を3mg/kg/dayもしくは30mg/kg/day反復投 与 した 家兎(EPA-E
3mg群 お よびEPA-E30mg群)の 血漿 お よび血 小板 を ラ ッ トの場合 と同
様 に採取 し、 第1章 第2節 、 第3節 、第2章 第2節 付属 実験 の項 に記載 した
方法 に準 じて測 定 した。
第4章 第2節 、 第3節 、 第4節 付 属 実 験
〔実 験 材 料 〕
1.試 薬
EPAE、14C-EPA-CoAは 第3章 第2節 、第3節 、 第4節 付 属 実 験
の項 に 記 載 した もの と同 様 で あ る。i4C-malonyl-CoA、14C-palmitoyl-
CoAはAmersham、DHAお よ びr-linoleateはSerdaryResearchLaboratoriesInc.、
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CoA-SHは コー ジ ン、NAD、NADH、NADPH、glucose-6-phosphate
お よ びglucose-6-phosphatedehydrogenaseはBoehringerMannheim、malony1
-CoA 、1-carnitinehydrochloride、acetyl-CoA、palmitoyl-CoA、UDP
glucuronicacidおよびcytochromecはSigma、BSAは生 化 学 工 業 、EDTA、
EGTA、potassiumferricyanide、Hiamine10Xおよ びvitamineは半 井 化 学
薬 品 、PercolはPharmacia、その 他 の 試 薬 は和 光 純 薬 よ りそ れ ぞ れ 購 入 した 。
2.動 物
Wistar系雄 ラ ッ ト(6週 齢 、 静 岡 県 実 験 動 物 農 業 協 同 組 合)を 魚 粉 抜 き
F-1飼 料(船 橋 農 場)で 予 備 飼 育 し、8週 齢 も し くは10週 齢 で 実 験 に 供
した 。EPA-Eお よ びDHAは5%ア ラ ビァ ゴ ム 水 溶 液 に乳 濁 させ 、30
mg/3ml/kgを1回 ま た は1日1回14日 間 反 復 経 口投 与 した 。
〔実 験 方 法 〕
1.ミ ク ロ ゾ ー ム 薬 物 代 謝 酵 素 系 の 測 定
ミク ロ ゾ ー ム の 調 製 は第3章 第5節 付 属 実 験 の 項 に 記 載 した 方 法 と 同様 で
あ る。cytochromeP-450はOmuraandSato116)、cytochromeb5はOmura
andSatoli7)、NADPHcytochromeP-450reductase活性 お よ びNADH
ferricyanidereductase活性 はPhi11ipsandLangdoml18)、aniline-p-hydroxylase
活 性 はImaiら119)、amin。pyrineN-demethylase活性 はMatsubaraら120)の方 法
に よ りそ れ ぞ れ 測 定 した 。UDP-glucuronyltransferase活性 はBockら121)の
方 法 を 一 部 変 更 して 測 定 した 。 蛋 白量 はBSAを 標 準 にLowryら114)の方 法 に
よ り測 定 した 。 以 上 の 測 定 に お い て 、 吸 光 度 は 日立220A型 、U3200型 分
光 光 度 計 、 また は 全 自 動 分 析 装 置 ロ ッ シ ュCOBASFARAを 用 い て 行 っ
た 。
2.ミ トコ ン ド リア の β 酸 化 活 性 お よびcarnitinepalmitoyltransferase活性 の
測 定
ミ トコ ン ド リア の 調 製 は 第3章 第5節 付 属 実 験 の 項 に 記 載 し た 方 法 と同 様
で あ る。 基 質 溶 液(14C-EPA-CoA95nmol、oxalaceticacidO.95μmol、
1-carnitine・hydrochloride1.54μmol、0.3Mmannitolを含 む15mMリ ン酸 カ リ
ウ ム緩 衝 液pH7.4)の 入 った 反 応 瓶 に20mg蛋 白量 の ミ トコ ン ドリア画 分 懸 濁
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液 を 加 え て全 量 を2mlと した 。発 生 す る14CO2を捕 集 す る た め 、Hiamin10X
を しみ 込 ませ た 炉 紙 を 反 応 瓶 内 に 吊 し、 密 栓 した 後 、37℃ で30分 イ ンキ ュ
ベ ー トした。つ いで0 .1NH2SO40.1mlを注 入 し、 さ らに37℃ で30分 イ ン キ
ュベ ー トし た。 炉 紙 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ・ンバ イ ア ル に移 しAquazolll(NEN)
15mlを 加 え12時 間 放 置 後 、 放 射 能 を 測 定 した 。 脂 肪 酸 β酸 化 の 指 標 と し
て 、 添 加 したi4C-EPA-CoAの 放 射 能 に 対 す る発 生 した14CO2の 放 射 能
の 比 で 表 した 。carnitinepalmitoyltransferase(CPT)活性 はMarkwellら122)
の 方 法 に 従 って 測 定 し、 活 性 をnmol/min/mg蛋 白 で 示 し た。
3.ペ ル オ キ シ ゾ ー ム酵 素 活 性 の 測 定
ペ ル オ キ シ ゾ ー ム 画 分 は第3章 第5節 付 属 実 験 の 項 に 記 載 した 方 法 に 従 っ
て 調 製 した 。carnitineacetyltransferase(CAT)活性 はMarkwellら122)の方
法 、catalase活性 はAebii23)およ びHennichs124)の方 法 、 シ ァ ン非 感 受 性 脂 肪
酸 酸 化 活 性(FAOS)はLazarowl25)の 方 法 に 従 って 測 定 し、 そ れ ぞ れnmoI
/min/mg蛋 白 、kat-fvalue(ml/min/mg)およびnm。1/min/mg蛋
白 で 示 した 。urateoxidase活性 はHayashiら且26)の方 法 に 準 じ以 下 に示 す 方 法
に従 って 測 定 し た。77mMホ ウ酸 緩 衝 液(pHIO.O)2.6m1、10mM尿 酸
を 含 む77mMホ ウ酸 緩 衝 液0.1mlお よ び2%Triton水溶 液0、1m1を キ ュベ
ッ ト中 に て 混 合 し37℃ で5分 間 プ レイ ンキ ュベ ー トした 。 次 い で ペ ル オ キ シ
ゾ ー ム画 分 懸 濁 液02mlを 加 え て イ ンキ ュベ ー トし、285nInに お け る吸 光
度 の 減 少 を 測 定 し、 蛋 白1mgあ た りの1分 間 に 消 失 す る尿 酸 量(nmo1/min
/mg)を 算 出 した 。
4.ミ ク ロ ゾ ー ム脂 肪 酸 鎖 長 伸 長 化 お よ び 不 飽 和 化 酵 素 系 の 測 定
0.1Mリ ン酸 カ リウ ム 緩 衝 液(pH7.4)に 基 質14C-EPA-CoA、14C-
palmitoyl-CoAもし くはr-linolenoyl-CoA100nmol、NADH1.5μmol、
NADPH1.5μmolお よ びmalonyl-CoA(基質 がr-linolenoyl-CoAの場 合
は14C-malonyl-C。A)0.85μmolを溶 解 し、 これ に10mgの 蛋 白 を 含 む ミ
ク ロ ゾ ー ム 画 分 懸 濁 液 を 加 え て全 量 を1.5m1と し、37℃ で6分 間 イ ンキ ュベ
ー トした 。4NNaOHO.25mlお よ び メ タ ノー ル5mlを 加 え 、 さ ら に37℃
で1時 間 イ ンキ ュベ ー ト した 後 、9NHCIO25mlを 加 え ク ロ ロホ ル ム10ml
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で脂肪酸 を抽 出 し、 メチル化 後radio-HPLCによ り分 析 した。14C-EPA
-CoAを基質 とした際 は有機 層 の放射能 抽 出率、未 反応 のEPAの 回収 率、
鎖 長伸長 化反応 に よるi4C-DPAの 生 成量 お よび基質 や生 成物 が酸 化を受
けた と考 え られ る物 質 をいずれ の場 合 も抽 出 され た、 あ るいは生 成 した脂肪
酸 の放射 能 の添 加 した基 質 の放 射能 に対す る割 合 で示 した。1`C-palmitoy1-
CoAを基質 とした際 は、有機 層の放 射能抽 出率 、未 反応 の14Cパ ル ミチ ン
酸(16=0)の 回収率、鎖 長伸長 化反 応 に よる14C一ステア リン酸(18:0)
お よび不飽 和化 反応 に よる14C一ヘキサ デセ ン酸(16:1)の生 成量を、さ ら
に γ一linolenoy1-CoA(18:3)を基質 と した際 は14C-malnoyl-CoAを同時
に添加 し、有 機 層の放射 能 抽 出率 、鎖 長伸 長化反 応 に よるL4Cエ イ コサ ト
リエ ン酸(20:3)の生 成量 お よび20:3より極性 の高 い生成 物 の生成 量 を、
いずれ の場 合 も抽 出 あ るい は生成 した脂肪酸 の放 射能 の添加 した基質 の放 射
能 に対 す る割合で 表 した。
第5章 第2節 、第3節 付 属実験
〔実験材料 〕
1.動 物
体 重222-273gのWistar系 雄 ラ ッ ト(静岡県実験 動物 農 業協 同組 合)
お よび体 重2.4-3.4kgの日本在来 白色 系家兎(船 橋 農場)を 用 いた。 ラ ッ ト
は 魚粉 抜 きF-1飼 料(船 橋 農場)で14日 間予備 飼 育後実 験 に供 した。 ま
た、 以後 実験期 間 を通 じて 魚粉抜 きF-1飼 料 で飼育 した。
2.薬 物お よび試 薬
EPA-Eは ア ラビアゴ ム水溶 液に用 時乳 濁 して1ml/kgを経 口投与 した。
エ ラ ジ ン酸 二水 和物(979・、Aldrich)は正常 家 兎血 清 に1mg/}mlとな るよう
に懸 濁 して静注 した。 ラ ウ リン酸 ナ トリウム(東 京 化成)は ラ ウ リン酸 と し
て10mg/rn1とな る ように蒸 留水 に溶解 して動 注 した。
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〔実験 方法 〕
1.エ ラ ジ ン酸 誘発血栓 モデ ル
1)血 栓 作製法
小林 らi27)の方法 に従 って実 施 した。す なわ ち、家 兎 を1群7～10羽 と
して使 用 し、 ペ ン トバ ル ビタール ナ トリウム40mg/kgを腹注 して麻 酔後 、
右 大腿動 脈 を腹壁 か ら膝に か けて露 出 し分枝 をすべ て結紮 した。 大腿 動脈
と伏 在動 脈 の分枝 部 よ り上 流1cmの 位 置 で、 大腿 動脈 を09㎜ 径の ワイヤ
ー とと もに医 療用縫 合 糸で縛 った。 ワイ ヤーを除 去 して、大腿 動脈eCO.9mm
径 の狭窄 を施 した。 ペ ニ シ リン20万 単 位 を筋 注後、 切 開部を縫 合 した。
直 ちに、 エ ラジ ン酸 二水 和物10mgを 家兎血 清10mlに 懸 濁 し左 耳 介静脈
よ り投 与 した。 大腿 動脈狭窄22-24時 間 後 に再度 大腿 動脈 を露 出 し、
狭窄 部 にお ける暗赤 色 に変色 した部分 の長 さを測 定 し血栓 の長 さ と した。
EPA-E30、100お よび300mg/kg、EPA、DPAお よびDHA300mg/kg
をそれ ぞれ エ ラジ ン酸 血 清懸 濁液静 注3時 間 前 に経 口投 与 した。
2)血 液 性状 の経時 変 化測定
家 兎を1群4羽 と して用 い、1)と 同様 に エ ラ ジ ン酸 誘発血 栓 家兎 を作
製 した。 エ ラ ジン酸投 与5分 、3時 間お よび24時 間後 に右総 頸 動脈 よ り、
0.38%ク エ ン酸 加血 と して採 血 し以下 の方法 に よ り凝 固 ・線 溶能 の 測定
を行 った。
トロ ンボエ ラス トグ ラフ(D型 、Hellige)を用い て全 血Ca再加凝 固時 間
を 測定 した。血 液 も し くはエ ラ ジン酸5×10'59/(m1添加血液0,3mlに
0ユ2MCaC12水溶液0、06mlを添 加 し、 直 ちに トロ ンボ エ ラス トグ ラフを
始動 させ た。Reactontime(r>およびcoagulati㎝time(k)をそれ ぞれ ト
ロ ンボ エ ラス トグ ラムよ り求めr十kに 要す る時 間を 凝 固時 間 と して測定
した。 また、血 漿200μ1を37。Cで3分 間予 め保温 した後 、O.025M
CaCl2水溶液200μ1を添 加 し、 目視法 に よ リフ ィブ リン析 出 に要す る時
間 を血 漿Ca再加凝固 時間 と して測定 した。また、 血漿 中の フ ィブ リノーゲ
ン量 を血液 凝固測 定 装置(Sysmex,E-300、東亜 医用電 子)を 用 い て フ ィ
ブ リノーゲ ン測 定用試 薬(SysmexFbg.,東亜 医用電 子)に よ り測 定 した。
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2ラ ウ リン酸 誘発 末梢壊 疽 モ デルに及 ぼす影 響
Ashidaら95)の方法 に従 って実施 した。ラット1群10匹 をペ ン トバ ル ビター
ル ナ トリウム60mg/kgを腹注 して麻 酔後、 右 大腿 動脈 を露 出 し、 この 右大
腿 動脈 に ラウ リン酸 ナ トリウム水溶液(ラ ウ リン酸 として10mg/ml,pH9.5)
を0.1ml注入 し、 動脈 穿刺 部位 を ア ロ ンア ル フ ァ(東 亜 合成化 学)で 止 血後、
切 開 部を縫 合 した。 ペ ニ シ リン20万 単位/kgを 筋 注 し、以後 個別 飼 育 した。
ラウ リン酸動注 後、 注射局 部 よ り末梢 側 に あた る両肢 の病変進 行 度 を湿性 壊
疽お よび乾 性壊疽 につ い て スコ アー化 し、 毎 日肉眼的 に判定 した。病 変進 行
度の ス コア ーは以下 の基準 に従 った。
スコァー0=変 化 な し
スコァー1:病 巣 は 爪のみ に限局
スコァー2:病 巣 は指 のみ に限局
ス コァー3:病 巣 は足脈 に波 及
ス コァー4:病 巣 は下肢 に波 及
EPA--Eは ラウ リン酸投 与前2週 間、 ラウ リン酸投 与 当 日お よびその後
2週 聞、1日1回 連 日投 与 した。
第5章 第4節 付属実 験
〔実験 材料 〕
1.動 物
体 重2,7-33kgの日本 在来 白色系雄i家兎(船 橋 農場)を 用 い た。 摂 餌 は1
%コ レス テ ロール添 加 した家 兎用 固形 飼料(RC-4、 オ リエ ンタル酵母)
100g/day/rabbitを12週間与 えた。
2,薬 物
EPA-Eを5%ア ラ ビアゴ ム水 溶液 に乳濁 し、1日1回 高 コ レステ ロー
ル食 飼育開 始 と同時 に 日曜 日を除 き週6日 、12週 間、3mg/hml/kgもしく
は30mg/tn1/kgを家 兎に経 口投 与 した。
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〔実験方 法 〕
大 動脈 伸展 性 に及ぼす 影響
Ha」1㏄kandBenson128)の方法 に準 じて実 施 した。す なわ ち、 摘 出大動 脈 の
胸 部 大動脈 中心 部 に2cmの 間隔 で両端 に カニ ュー レを挿入 し、動脈内にKrebs
緩衝 液(pH7.4>を満 た して、 生理食 塩水 中、37℃ 、5分 間保 温 した。つ い
で カニ ュー レの一 端 よ り一Krebs緩衝液 を05m1/minの割合 で輸注 ポンプ(235
型、Atom)を用 いて持続 的 に注 入 した。 同時 に動 脈 内圧 を圧 トラ ンス ジ ュー
サ(MPU-05-290-0一皿、日本光 電工 業)を 介 し圧 ア ンプ(AP-620G、日本
光電工 業)に よ り測 定 した。 内圧OmmHgに お ける大動脈 内の液量を測定 して
Voと し、注入 開始後 の各圧 力 における大動脈 内 の液量 をVoの 倍数 として求
めた。 な お、 摘 出大動 脈標 本 は氷冷 した生理 食塩 水 中 に保 存 し、 摘 出1時 間
以 内 に試 験 に供 した。
大動脈 の生 化学 的組成 に及 ぼす 影響
摘 出胸 部大 動脈 を ホルマ リン固 定 し、WolinskyandDaley129)の方法に従 っ
て中膜 お よび 内膜 を剥 離 した。 液体 窒素 に よる凍結 下 に粉砕 して均一 化 し、
凍 結乾 燥後、乾燥 重量 を測 定 した。つ いでLansingら13・)の方法 に従 い0.1NNaOH
を乾燥 組織 に添 加 し、95-100℃、90分 間加熱 した。1500g、10分 間遠
心 分離(05PR-22、日立製作 所)し て得 た不溶沈 渣 を エ ラスチ ン画分 と し、
この画 分を 凍結乾 燥後、Folchら111)の方法 に従 って脂 質 を抽出 し、 抽 出残 渣
を凍結 乾燥 し、 乾燥 重量 を エ ラスチ ン量 と した。 エ ラス チ ン画分 中 コ レステ
ロー ル量 はエ ラスチ ン画 分の抽 出脂質 をZlatkisandZaki3i)の方法 に よ り測
定 した。 また、 エ ラス チ ン中 カル シ ウム量 を エ ラス チ ン画分 の脂質 抽 出残 渣
を5NHNO3に より80℃、3時間 加熱 して湿 式灰化 した後、Wilis'32)の方法 に
従 って原 子吸 光分 光光度 計(SAS-727、 第二精 工舎)に よ り測 定 した。
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